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RESUME 
Les telomeres, une structure specialised retrouvee a l'extremite des chromosomes, 
protegent le materiel genetique et permettent, entre autres, la replication complete du 
genome. Par ses fonctions essentielles, le telomere est protege par un capuchon compose 
de differentes proteines ayant chacune un role particulier a jouer. Parmi ces proteines se 
retrouve Cdcl3p, une proteine essentielle, se liant a la toute fin du telomere. Cdcl3p 
protege le telomere contre la degradation par des exonucleases. II est connu qu'en 
absence de Cdcl3p, la cellule va subir une degradation du brin telomerique C-riche, 
engendrant une accumulation d'ADN simple brin. Par contre, il n'est pas encore connu 
si cette degradation est associee a une phase particuliere du cycle cellulaire ou si elle se 
deroule tout-au-long de celui-ci. Pour repondre a cette interrogation, une analyse de 
1'accumulation d'ADN simple brin au telomere en fonction du cycle cellulaire a ete 
effectuee a l'aide d'un allele thermosensible du gene CDC13, l'allele cdcl3-lts, en 
conditions restrictives. Les resultats obtenus suggerent que la degradation engendree par 
la perte de fonction de protection de la proteine Cdcl3p necessite un premier passage 
dans la phase S du cycle cellulaire et qu'elle s'effectue lors du passage en phase G2/M. 
En parallele, une verification de la presence de la proteine Cdcl3-lp en comparaison a 
Cdcl3p, a temperature restrictive, a ete effectuee par immunobuvardage de type Western 
afin de s'assurer que les phenotypes observes etaient reellement attribuable a une perte de 
fonction de la proteine et non a une degradation de celle-ci via le systeme de controle de 
qualite associe a la proteine Sanlp. 
En plus de proteger le telomere, Cdcl3p participe aussi au recrutement de la 
telomerase, 1'enzyme responsable de la synthese des telomeres chez les eucaryotes. Cette 
ribonucleoproteine est composee d'une transcriptase inverse, Est2p, de proteines 
accessoires et d'une composante ARN, TLC1 chez la levure, qui dicte l'ajout de 
sequence nucleotidique telomerique. Des recherches ont demontre que la liaison de 
TARN de la telomerase a Pholoenzyme ne necessite pas une sequence specifique, mais 
plutot une structure particuliere dans l'ARN. Plus particulierement, la presence d'un 
pseudonoeud dans la region de liaison a Est2p a dernierement ete suggeree chez 
Saccharomyces cerevisiae. Sachant que la presence d'une telle structure a aussi ete 
suggeree chez d'autres organismes, tel Tetrahymena thermophila et l'humain, et qu'elle 
s'avere normalement necessaire a l'obtention d'activite telomerase, il a ete hypothesise 
qu'elle pourrait etre commune a tous les ARNs de la telomerase. Des lors, des etudes 
biochimiques et structurales a l'aide de differentes constructions ont ete entreprises afin 
de tenter de determiner la presence ainsi que la structure d'un potentiel pseudonoeud dans 
l'ARN TLC1. Bien que les resultats obtenus ne puissent prouver directement la presence 
d'une telle structure chez TLC1, ils tendent tous a demontrer sa presence. De plus, un 
profil telomerique caracteristique d'un survivant de type I a ete observe pour une souche 
de levure rad52A, suggerant l'existence d'une voie, permettant a une cellule de devenir 
un survivant, independante de la proteine Rad52p. Cette situation avait, jusqu'a present, 
seulement ete observee en absence de la proteine Exolp, la principale exonuclease active 
au telomere. 
INTRODUCTION 
L'organisme modele de cette etude est la levure Saccharomyces cerevisiae, un 
organisme unicellulaire eucaryote. Etant une levure bourgeonnante, S. cerevisiae se 
reproduit par bourgeonnement a sa membrane (Hartwell, 1974). En fait, au lieu de se 
diviser en deux pour dormer deux cellules filles a partir d'une cellule mere, tel que le 
fait la levure de fission, la levure a bourgeon ne donne qu'une seule cellule fille et 
conserve la cellule mere de depart, qui peut encore bourgeonner pour donner une autre 
cellule fille (Hartwell, 1974). La reproduction de ce type de cellule se fait selon le 
cycle cellulaire illustre a la figure 1. Le cycle cellulaire est divise en 4 grandes 
phases: la phase Gl, la phase S, la phase G2 et finalement la phase M (Hartwell, 
1974). II est a noter qu'il existe une autre phase, un peu a l'ecart du cycle cellulaire, 
ou les cellules sont considerees latentes : la phase GO ou phase stationnaire (Beam et 
al, 1954; Hartwell, 1974). Durant la phase Gl, la cellule mere n'a pas encore de 
bourgeon a sa membrane et son materiel genetique est present en une seule copie 
(Hartwell, 1974). L'apparition d'un petit bourgeon a la membrane de la cellule ainsi 
que 1'initiation de la replication du materiel genetique indique le passage en phase S 
(Hartwell, 1974). La phase S est globalement caracterisee par la duplication du 
genome. La fin de cette duplication indiquera la fin de la phase S et le passage en 
phase G2 ou le bourgeon est maintenant presque aussi gros que la cellule mere. La fin 
de la phase G2 est caracterisee par la migration du noyau qui est maintenant 
positionne a 1'intersection entre la cellule-mere et la cellule-fille (Hartwell, 1974). Le 
materiel genetique etant desormais present en deux copies completes, la cellule-fille 
1 
est prete a se detacher de la cellule-mere. Des lors, en phase M du cycle cellulaire, il 
y a separation du materiel genetique et division cellulaire (Hartwell, 1974). 
Adaptte de Hartwell, 1974. 
Figure 1: Cycle cellulaire de la levure Saccharomyces cerevisiae. 
Le cycle cellulaire est divise en 4 phases principales : la phase Gl, la phase S, la phase G2 et la phase 
M. Voir le texte pour plus de details. 
L'etape la plus importante lors de ce processus est, sans aucun doute, la 
replication du materiel genetique. Celui-ci est replique, de fa§on semi-conservative, a 
l'aide de polymerases a ADN qui ont la capacite de synthetiser un nouveau brin 
d'ADN a partir d'un brin d'ADN matrice de l'extremite 5' vers l'extremite 3'. Par 
contre, lors de cette replication, un probleme se pose quant a la replication complete 
des extremites chromosomiques (figure 2). En fait, chez les organismes possedant des 
chromosomes lineaires, la replication du brin avance engendre la perte de quelques 
nucleotides, puisque l'extremite 5' du brin matrice parental est plus en retrait par 
2 
rapport a l'extremite 3' du brin parental oppose (Olovnikov, 1971; Olovnikov, 1973a). 
De plus, la synthese du brin retarde s'effectuant de fa9on discontinue a l'aide de 
petites amorces d'ARN, nominees fragments d'Okazaki, peut entrainer la perte de 8 a 
12 nucleotides a l'extremite 5' du nouveau brin synthetise a la suite de la degradation 
du dernier fragment d'Okazaki. Globalement, ce phenomene engendre une perte de 4 
a 6 pb par division chez la levure et de 50 a 150 chez l'hvimain et la souris (Blasco et 
al, 1997; Harley et ah, 1990; Lundblad et Szostak, 1989). Chez un organisme 
multicellulaire, tel Phumain, cette situation peut etre souhaitable afin d'assurer un 
controle du nombre de division de certaines cellules. Par contre, chez les etres 
unicellulaires, tel la levure S. cerevisiae, ainsi que pour certaines cellules des etres 
multicellulaires, dont les cellules germinales et embryonnaires (souches), Pintegrite 
du materiel genetique se doit d'etre conservee. Pour ce faire, la cellule possede un 
systeme permettant le rallongement des extremites chromosomiques, plus 
specifiquement nomme les telomeres. A la base de ce mecanisme se retrouve un 
enzyme nomme la telomerase, qui, par son activite specifique, vient allonger 
l'extremite 3' des brins d'ADN (Greider et Blackburn, 1987). 
3 
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Formation du capuchon telomerique Adapte de Kelleher et ai, 2002 
Figure 2: Representation schematique du probleme de replication terminate. 
Voir le texte pour une description detailie du phenomene. a) Les brins parentaux possedent une 
extension 3' simple brin avant le passage de la fourche de replication, b) Le passage de la fourche de 
replication engendre deux extremites differentes : le telomere du brin retarde (vert) et le telomere du 
brin avance (rouge). Les amorces d'ARN du brin retarde sont illustrees par des fieches plus grasses, c) 
Le brin avance se terminant par une extremite tranche, il y aura degradation de l'extremite C-riche par 
un exonuclease. d) Suite au passage de l'exonuciease, chaque extremite possdde maintenant une courte 
extension 3' simple brin qui servira de substrat a la telomerase, la replication se terminera et il y aura 
formation du capuchon telomerique. 
LES TELOMERES 
L'existence des telomeres a ete decouverte suite a des travaux efFectues par un 
chercheur geneticien nomme Hermann J. Muller. Celui-ci a observe que, suite a une 
irradiation aux rayons X, les chromosomes de son modele d'etude, la mouche a fruit 
Drosophila melanogasfer, subissaient des rearrangements (Muller, 1938). Par contre, 
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ces evenements de deletion ou d'inversion ne se retrouvaient jamais a l'extremite des 
chromosomes, mais toujours a l'interieur (Muller, 1938). Par consequent, il a conclu 
qu'une structure distincte etait presente a l'extremite des chromosomes et qu'elle 
favorisait leur stabilite (Muller, 1938). Des lors, il nomrria cette structure telomere 
pour telos qui, en grec, veut dire « fin » et mews qui signifie « partie ». Par la suite, 
des travaux menes par Barbara McClintock, sur le mais, vinrent appuyer les 
conclusions de Hermann J. Muller. Ces travaux demontraient que des chromosomes 
endommages pouvaient fusionner les uns avec les autres, alors que leurs extremites 
naturelles, etant pourtant semblable a des cassures double brins, demeuraient stables 
(McClintock, 1939; McClintock, 1941). Ces premiers travaux ont done permis de 
realiser que les extremites naturelles des chromosomes possedaient des proprietes 
distinctes d'une cassure double brin et que ces proprietes permettaient une protection 
contre les rearrangements chromosomiques. Tous les travaux effectues par la suite 
sur ce sujet, ont contribues a illustrer la presence d'une structure nucleoproteique 
unique tres specialised a l'extremite des chromosomes. 
Organisation des telomeres 
Etant une structure nucleoproteique, les telomeres sont done composes d'ADN 
auquel sont liees differentes proteines. L'ADN telomerique de la plupart des 
organismes eucaryotes est forme de sequences non-codantes repetees en tandem et 
hautement conservees. En fait, cette region du brin d'ADN formant l'extremite 3' du 
telomere est compose de plusieurs residus guanines (G) et ce brin est done 
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generalement appele le brin G-riche (revue dans (Chakhparonian et Wellinger, 2003)). 
Le brin complementaire, formant l'extremite 5' du telomere, est, quant a lui, compose 
de plusieurs residus cytosines (C) et est consequemment nomme le brin C-riche. Les 
premiers organismes dont les sequences telomeriques ont ete identifiees sont les 
protozoaires Tetrahymena thermophila et Oxytricha nova (Blackburn et Gall, 1978; 
Klobutcher et al, 1981). Par la suite, plusieurs autres organismes ont vu leurs 
sequences telomeriques demystifiees dont les levures, les plantes et Fhumain (Moyzis 
et al, 1988; Richards et Ausubel, 1988; Shampay et al, 1984; Sugawara et Szostak, 
1986) . La plupart des organismes, tel l'humain, possedent des sequences 
telomeriques regulieres, mais chez S. cerevisiae, les sequences telomeriques sont 
degenerees et de la forme (TG)i-6TG2-3 tel qu'illustre a la figure 3 (Shampay et al, 
1984) (Wang et Zakian, 1990). 
Organism© 
Pretozoahv 
Tetrahymena 
Oxytricha 
Champignons 
SacchHtomyces cerevisiae 
SchtzosKcharamyces 
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Plant* 
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Yertebre 
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14-15 pb 
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12-14 nt 
N/D 
-20-30 nt 
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Figure 3: Caracteristiques des sequences telomeriques pour divers organismes. 
Sequences des repetions telomeriques et longueur des repetitions telomeriques ainsi que de l'extension 
simple brin pour les organismes identifies. (Adapte de (LeBel et Wellinger, 2005)) 
De facon conservee, les sequences telomeriques se divisent en deux parties : 
les repetitions telomeriques double brin et ['extension 3' G-riche simple brin. La 
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longueur des repetitions telomeriques double brin est heterogene d'un organisme a 
l'autre, mais aussi a l'interieur d'un meme organisme. En fait, tel qu'illustre a la 
figure 3, chez l'homme les repetitions telomeriques peuvent aller de 2 000 paires de 
bases (pb) a 20 000 pb tandis que chez S. cerevisiae, elles sont d'environ 300 pb. II 
en est de meme avec l'extension 3' G-riche : chez l'homme celle-ci varie de 75 a 225 
nt tandis que chez S. cerevisiae, elle est de 12 a 14 nt. Par contre, chez S. cerevisiae, 
une extension simple brin plus longue est observee a la fin de la phase S du cycle 
cellulaire, ou elle peut attendre 30 nt (Wellinger et al, 1993). De plus, tant chez la 
levure que chez l'homme, cette extension G-riche est essentielle au maintien de 
l'integrite du chromosome (Garvik et al, 1995; van Steensel et al, 1998). 
Chez la majorite des eucaryotes, en amont des sequences telomeriques, se 
retrouve la region sous-telomerique (figure 4)(Henderson, 1995). Cette region differe 
d'une espece a l'autre et, au sein d'une meme espece, elle differe aussi d'une 
extremite chromosomique a l'autre. Chez S. cerevisiae, deux type d'elements sont 
retrouves dans cette region: les elements Y' et les elements X (Chan et Tye, 1983a; 
Chan et Tye, 1983b) (Louis et Haber, 1992; Walmsley et al, 1984). Ces elements 
sont toujours orientes dans la meme direction les uns par rapport aux autres sur le 
chromosome et sont separes par de courtes repetitions telomeriques TG1.3. Les 
elements Y' sont presents, de 1 a 4 copies, dans approximativement la moitie des 
chromosomes et possedent tous une certaine homologie (Louis et al, 1994) (Pryde et 
Louis, 1997). Ces elements ont deux tailles possibles : 5.2 kb et 6.7 kb (Lundblad et 
Blackburn, 1993). Chaque element Y' comprend un site de restriction specifique pour 
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l'endonuclease Xhol. Cette digestion, effectuee sur de l'ADN genomique, libere, chez 
S. cerevisiae, un fragment terminal de restriction (nomme TRF) qui permet 1'analyse 
de la taille des telomeres. Bien que ces elements ne semblent pas essentiels, puisque 
certains chromosomes n'en possedent pas, ils peuvent aider a la survie des cellules 
lorsque la telomerase est absente. En fait, les elements Y' peuvent permettre la 
conservation de telomeres fonctionnels en effectuant des evenements de 
recombinaison entre-eux (Le et al., 1999; Lundblad et Blackburn, 1993). Les 
elements X, quant a eux, possedent moins d'homologie entre eux que les elements Y'. 
Chacun d'eux possede un «noyau X » de 473 pb qui est retrouve sur tous les 
chromosomes naturels de S. cerevisiae (Pryde et Louis, 1997). Les elements X 
precedent le(s) element(s) Y', lorsqu'il y en a, ou encore, sont directement adjacents 
aux repetitions telomeriques en absence d'element Y'. De plus, tous les elements X et 
Y possedent une origine de replication (ARS pour « autonomously replicating 
sequences ») (Chan et Tye, 1983a; Pryde et Louis, 1997). II est connu que les 
elements Y' encodent pour des helicases, dont Y'-Helpl, mais l'origine de replication 
des elements X semble toujours inactive (Yamada et al, 1998). 
V (0-4) 
T 
Telomere 
3' 
5' 
TRF: 1.3 kb 
Xhol 
Figure 4: Description schematique d'un telomere chez la levure Saccharomyces cerevisiae. 
Le telomere, tel qu'identifte, se retrouve a Pextr6mit6 du chromosome, pr6c6de" par les regions sous-
t61om6riques Y' (de 0 a 4 copies) et X. Voir la description de ces el&nents dans le texte. La digestion 
de l'ADN genomique par l'enzyme Xhol libere un fragment terminal de restriction (TRF) d'environ 1.3 
kb chez une souche de type sauvage. La figure n'est pas a l'Schelle. 
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La chromatine telomerique 
Bien que les elements sous-telomeriques aient une chromatine semblable au 
reste du chromosome, il a ete demontre que les histones ne lient pas les repetitions 
telomeriques chez S. cerevisiae (Wright et al, 1992). Des lors, aucun nucleosome 
n'est retrouve a la toute fin des chromosomes (Wright et al, 1992). Par contre, le 
telomere est quand meme protege par une structure specifique nominee le telosome. 
Celui-ci est compose de la proteine Raplp («repressor/activator-site binding 
protein ») qui se lie aux repetitions telomeriques TG1.3/C1.3A. Cette liaison aux 
sequences telomeriques a ete demontree lors d'immunoprecipitation de la chromatine 
(Conrad et al, 1990; Wright et al, 1992). De plus, une colocalisation de Raplp et 
des telomeres a ete observee par microscopie a fluorescence (Gotta et al, 1996). Sur 
chaque telomere sont liees de 10 a 20 molecules de Raplp via un domaine semblable 
au domaine MYB (Gilson et al, 1993; Konig et al, 1996). En fait, il y a un site de 
liaison pour cette proteine a toutes les 18 pb (Gilson et al, 1993). Le gene RAP1 est 
essentiel et la proteine correspondante semble etre impliquee dans la regulation de la 
taille du telomere (Conrad et al, 1990; Hardy et al, 1992). En fait, si le domaine 
carboxy-terminal de la proteine est delete, il en resulte un allongement du telomere 
(Kyrion et al, 1992) (Sussel et Shore, 1991). En outre, si la proteine Raplp est 
associee aux repetitions telomeriques situees plus a l'interieur du chromosome 
seulement, les telomeres sont aussi allonges (Marcand et al, 1997; Ray et Runge, 
1999). Le mecanisme par lequel Raplp influence la taille des telomeres est encore 
incertain, mais il semblerait qu'il implique les facteurs Riflp et 2p («Raplp-
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interacting factor 1 et 2 ») qui se lient a Raplp (Wotton et Shore, 1997). En fait, 
lorsqu'un de ces facteurs est delete, il en resulte un allongement des telomeres, mais 
lorsque les deux facteurs sont deletes simultanement, 1'allongement des telomeres est 
equivalent a celui observe lors de la deletion du domaine carboxy-terminal de Raplp 
(Hardy et al, 1992; Kyrion et al, 1992; Wotton et Shore, 1997). D'ailleurs, cette 
similitude est attendue puisque les facteurs Riflp et 2p se lient a Raplp au niveau de 
ce domaine (Hardy et al, 1992; Wotton et Shore, 1997). Dans une situation ou la 
telomerase est absente, cette elongation des telomeres n'est, cependant, pas observee, 
ce qui laisse sous-entendre que les proteines Raplp et Riflp et 2p pourraient controler 
l'acces de la telomerase aux telomeres (Teng et al, 2000). Des hypotheses de 
remodelage de la chromatine telomerique par ces proteines ont d'ailleurs deja ete 
enoncees. Elles suggerent le repliement des telomeres de la levure sur les regions 
sous-telomeriques via des interactions Rif-Rif, puisqu'en plus de se lier a Raplp, ces 
proteines peuvent se lier l'une avec l'autre (Evans et Lundblad, 2000; Smith et al, 
2003; Wotton et Shore, 1997). Cette forme de repliement, illustree a la figure 5, 
pourrait etre responsable de la repression transcriptionnelle (nomme TPE pour 
« Telomere Position Effect») des genes situes pres d'un telomere (de Bruin et al, 
2000). 
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Forma ouvorte 
Adapti de Evans el al., 2000 
Figure S: Forme ouverte et replied du telomere de levure. 
Le repliement du telomere s'effectuerait via des interactions entre les proteines Riflp et 2p. Les 
prolines Raplp sont illustr^es par de grands ovales rouges et les proteines Riflp et 2p par des petites 
ovales jaunes et oranges. 
Fonctions des telomeres 
Les telomeres assurent plusieurs fonctions vitales chez la cellule. Tout 
d'abord, par leur structure particuliere, ils assurent la replication complete des 
chromosomes. En fait, la courte extension 3' presente a l'extremite du telomere 
permet la synthese des sequences perdues lors de la replication (Greider et Blackburn, 
1987). Plus precisement, cette courte extension, creee par la perte du dernier fragment 
d'Okazaki dans le cas du brin retarde ou par une degradation exonucleolitique pour le 
brin avance, permet la liaison de la telomerase (Larrivee et al., 2004; Makarov et al., 
1997; Olovnikov, 1971; Olovnikov, 1973b; Wellinger et Sen, 1997). Celle-ci peut 
alors allonger l'extremite 3' du chromosome. Ce faisant, l'ajout de nucleotides par la 
telomerase vient permettre l'allongement de l'extremite 5', de facon proportionnelle, 
par la machinerie de replication conventionnelle et ainsi empecher la perte 
d'information genetique (revue dans (Chakhparonian et Wellinger, 2003)). 
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Une autre fonction importante des telomeres est celle de protection, tel 
qu'initialement observee par Hermann J. Muller et Barbara McClintock. Les 
telomeres protegent les chromosomes contre les evenements de degradation, de 
recombinaison et de fusion chromosome-chromosome en leur permettant d'etre 
distingues des cassures double brin (Ahmed et Hodgkin, 2000; Blasco et al, 1997; 
Sandell et Zakian, 1993; van Steensel et al, 1998). En fait, si l'extremite 
chromosomique etait reconnue comme un dommage a l'ADN, des nucleases seraient 
activees et il y aurait activation de processus nommes points de controles (Sandell et 
Zakian, 1993). Les sequences telomefiques pourraient etre degradees par les 
nucleases et il y aurait une perte d'information genetique. De plus, Pactivation des 
points de controles engendrerait un arret dans le cycle cellulaire dependant d'une 
proteine specifique : Rad9p (Sandell et Zakian, 1993). Cette proteine est largement 
impliquee dans le point de controle lie au dommage a l'ADN chez 5. cerevisiae. En 
outre, de par leur structure particuliere, les telomeres permettent la liaison de la 
proteine Raplp qui vient inhiber les evenements de jonctions d'extremites d'ADN 
non-homologues ou NHEJ («Non-Homologous End Joining ») (Bae et Baumann, 
2007; Pardo et Marcand, 2005). Sans la liaison de cette proteine au telomere, des 
fusions telomere-telomere pourraient survenir et ainsi engendrer une importante 
instabilite genomique (Bae et Baumann, 2007; Pardo et Marcand, 2005). En somme, 
la structure nucleoproteique formee au telomere et nommee capuchon telomerique 
assure l'integrite du materiel genetique. 
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LA PROTEINE CDCBp 
La fonction de protection des telomeres est essentiellement assuree par les 
proteines venant s'y Her. Chez Saccharomyces cerevisiae, la principale proteine 
impliquee dans ce phenomene est Cdcl3p. CDC13 est un gene essentiel decouvert 
lors des criblages visant a identifier des genes controlant le cycle cellulaire et qui, plus 
tard, a ete identifie comme l'un des composants de la telomerase sous 1'appellation 
EST4 lors d'un autre criblage visant, quant a lui, 1'identification de genes impliques 
dans le fonctionnement de la telomerase (Hartwell et al, 1973; Lendvay et al, 1996). 
Ce criblage avait revele que les cellules comportant un allele du gene codant pour la 
proteine Cdcl3p (est4-l) ne pouvaient survivre. Par contre, son role de protection 
avait d'abord ete observe par le groupe de Hartwell lors d'etudes effectuees avec un 
allele codant pour une version thermosensible de la proteine (Garvik et al, 1995). A 
cette epoque, les connaissances concernant Cdcl3p etait limitees mais, depuis ce 
temps, il y a eu une augmentation considerable de celles-ci. II est maintenant connu 
que cette proteine est composee de 924 acides amines et possede un poids moleculaire 
de 104,9 kDa (Garvik et al, 1995). De plus, il a ete demontre qu'elle se lie, de facon 
specifique, a de l'ADN simple brin dont la sequence correspond a celle de l'extension 
simple brin telomerique (Lin et Zakian, 1996). Selon ces etudes, effectuees a l'aide 
d'oligonucleotides, le domaine de liaison a l'ADN de Cdcl3p ne necessiterait que 11 
nucleotides (GTGTGGGTGTG) pour une liaison efficace (Hughes et al, 2000b). 
Considerant cette caracteristique ainsi que le fait que Cdcl3p est localisee aux 
telomeres in vivo et qu'elle ne lie pas les repetitions telomeriques double brin, il a ete 
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deduit que cette proteine se liait specifiquement a 1'extension G-riche telomerique 
(Bourns et at, 1998). De plus, un groupe de recherche ayant cristallise le site de 
liaison de Cdcl3p a l'ADN a demontre que celui-ci comporte un domaine nomme OB 
pour « oligonucleotide/ oligasaccharide binding » (Mitton-Fry et at, 2002). Plusieurs 
proteines ayant des fonctions similaires a Cdcl3p ont ete identifies chez d'autres 
organismes, dont hPotlp chez l'humain et TEBP chez Oxytricha nova, qui se lient 
aussi a l'ADN via un ou plusieurs domaines OB, ce qui montre une conservation 
evolutive en terme de protection du materiel genetique (Baumann et Cech, 2001; 
Gottschling et Zakian, 1986; Horvath et at, 1998; Lei et at, 2004; Mitton-Fry et at, 
2002). 
Fonctions de la proteine Cdcl3p 
En se liant a l'extension 3' du telomere, Cdcl3p empeche sa reconnaissance en 
tant que cassure double brin par la machinerie de reparation de la cellule. En fait, des 
experiences effectuees avec un allele thermosensible de la proteine (cdcl3-lts) ont 
permis de demontrer, lors d'une exposition a temperature restrictive, une 
accumulation d'ADN simple brin provenant d'une degradation 5'—»3' du brin C-riche 
par des exonucleases (Booth et at, 2001; Garvik et at, 1995). Cette accumulation 
d'ADN simple brin G-riche engendre un arret dans la phase G2 du cycle cellulaire 
specifique a la proteine Rad9p, puisqu'en 1'absence de celle-ci, la degradation se 
poursuit jusqu'a la mort cellulaire (Garvik et at, 1995; Weinert et at, 1994). La mort 
de la cellule est probablement due a la degradation de genes essentiels. Cdcl3p n'est, 
14 
par contre, pas le seul acteur dans ce processus, il a ete observe que des cellules 
comportant des alleles thermosensibles des genes STN1 et TEN1 montraient le meme 
phenotype qu'un allele thermosensible du gene CDC13, prouvant ainsi que ces deux 
genes sont aussi essentiels et ont leur role a jouer dans la protection des chromosomes 
(Grandin et ah, 1997; Grandin et ah, 2001). D'ailleurs, lorsque le domaine de liaison 
a l'ADN de Cdcl3p est fusionne a la proteine Stnlp, il y a un regain de la fonction de 
protection du telomere dans une souche cdclSA et ce regain de fonction est encore 
plus important lorsque Tenlp est surexprimee (Grandin et ah, 2001; Pennock et ah, 
2001). De plus, il a aussi ete demontre que Stnlp se lie a Cdcl3p et que Tenlp peut 
se Her tant a Cdcl3p qu'a Stnlp (Grandin et ah, 1997; Grandin et ah, 2001). Par 
consequent, la protection du telomere est assuree par le complexe 
Cdcl3p/Stnlp/Tenlp. 
En plus d'assurer la protection des telomeres, Cdcl3p est aussi impliquee dans 
la regulation de leur replication. Curieusement, Cdcl3p est un facteur important tant 
dans la regulation positive que negative de la replication des telomeres. Tout d'abord, 
Cdcl3p regule de fagon positive la replication de Pextremite des chromosomes en 
reentrant la telomerase via une interaction avec l'une de ses sous-unites, Estlp. Cette 
interaction a ete demontree par essai double-hybride et des tests biochimiques (Qi et 
Zakian, 2000). De plus, il a ete observe que Cdcl3p et Estlp sont des proteines 
essentielles pour obtenir une activite telomerase in vivo (Lundblad et Szostak, 1989; 
Nugent et ah, 1996). L'interaction de Cdcl3p avec Estlp comme pilier du 
recrutement de la telomerase a ete clairement demontre lorsqu'il a ete prouve qu'une 
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substitution Glu-»Lys present chez un allele de CDC13, cdcl3-2, deficient en activite 
telomerase, empechait son interaction avec Estlp (Nugent et al, 1996; Pennock et al, 
2001). En fait, un allele de Estlp, estl-60, comportant une substitution compensatoire 
a celle de l'allele cdcl3-2 (Lys->Glu) restaure l'interaction entre ces deux proteines 
ainsi que la taille des telomeres (Pennock et al, 2001). De plus, Cdcl3p vient aussi 
reguler de fac,on positive la replication des telomeres en interagissant avec la sous-
unite catalytique, Pollp, de la polymerase a ADN a (Qi et Zakian, 2000). Cette 
interaction a d'abord ete observee par essai double-hybride et ensuite prouvee par 
immunoprecipitation (Qi et Zakian, 2000). En interagissant avec Pollp, Cdcl3p 
promeut la synthese du brin C-riche. D'ailleurs, etant la seule polymerase eucaryote 
pouvant initier elle-meme la synthese d'ADN, par son activite primase, elle etait une 
candidate ideale pour assurer la synthese du brin C-riche telomerique (Waga et 
Stillman, 1998). En somme, Cdcl3p permet la replication du brin G-riche en 
recrutant la telomerase et la replication du brin C-riche en recrutant la polymerase a. 
Cependant, Cdcl3p est aussi impliquee dans la regulation negative de la 
replication des telomeres. En fait, le recrutement de la polymerase a par Cdcl3p 
viendrait inhiber la synthese subsequente du brin G-riche par la telomerase (Chandra 
et al, 2001). Le mecanisme propose est base sur la competition entre Estlp et Stnlp 
pour le meme site de liaison sur Cdcl3p (Chandra et al, 2001). En fait, l'hypothese 
actuelle stipule que, lors de la replication des telomeres, en fin de la phase S du cycle 
cellulaire, Estlp viendrait se lier a Cdcl3p et par consequent, il y aurait recrutement 
de la telomerase (Evans et Lundblad, 1999; Nugent et al, 1996; Qi et Zakian, 2000). 
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Cependant, suite a la synthese du brin G-riche, de nouvelles proteines Cdcl3p dont le 
site de liaison est libre viendraient s'asseoir au telomere et seraient subsequemment 
liees par Stnlp. Cette interaction menerait au recrutement de la polymerase a et la 
synthese du brin C-riche empecherait la telomerase de continuer 1'extension du brin 
G-riche (Chandra et ah, 2001). Des lors, Cdcl3p regulerait negativement la 
replication des telomeres par son interaction avec Stnlp. En fait, une surexpression 
de Stnlp dans une souche ou la fonction de regulation de la replication des telomeres 
par Cdcl3p est deficiente (cdcl3-5) et ou la polymerase a est aussi deficiente vient 
supprimer le phenotype d'abord observe dans une telle souche (Chandra et al, 2001). 
Une schematisation de cette regulation est illustree a la figure 6. 
Figure 6: Regulation de la telomgrase par la proline Cdcl3p chez Saccharomyces cerevisiae. 
(1) Tout d'abord, Cdcl3p recrute la telomerase a l'extension simple brin telom£rique par son 
interaction avec Estlp, une sous-unite" de l'holoenzyme. (2) Par la suite, le brin G-riche nouvellement 
synth&ise permet la venue de nouvelles prolines Cdcl3p qui seront ltees par la proline Stnlp. (3) 
Cette interaction entre Cdcl3p et Stnlp menerait au recrutement de la polymerase a et l'allongement 
du brin C-riche par celle-ci viendrait inhiber l'activite de la telomerase. 
L'allele thermosensible cdc!3-l 
Dans F etude presentee au chapitre I de ce memoire, un allele thermosensible 
du gene codant pour Id proteine Cdcl3p a ete utilise. Considerant que CDC 13 est un 
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gene essentiel, la deletion n'est pas envisageable, mais Futilisation d'un allele 
thermosensible specifique avec lequel il est possible d'eliminer une fonction precise, a 
temperature restrictive, est possible (Garvik et al, 1995). Des lors, l'allele 
thermosensible cdcl3-lts a ete utilise. Cet allele possede une mutation faux-sens 
situee a la position 371, a l'exterieur du domaine de liaison a l'ADN, qui change une 
proline en serine (P371S) (Hughes et al, 2000b; Nugent et al, 1996). La temperature 
maximale permissive des cellules possedant l'allele cdcl3-lts varie en fonction de la 
presence ou non de la proteine Rad9p, une proteine impliquee dans le point de 
controle en phase G2 du cycle cellulaire (Garvik et al, 1995; Weinert et Hartwell, 
1988). En presence de Rad9p, la temperature maximale permissive de croissance des 
cellules comportant cet allele est 25°C et en son absence, 28°C (Garvik et al, 1995). 
Autrement dit, a la temperature maximale permissive et en de§a de celle-ci, une 
souche de levure possedant l'allele cdcl3-lts se comporte exactement comme une 
souche portant le gene CDC13. Par contre, lorsque la temperature depasse la 
temperature maximale permissive, la proteine produite a partir de cet allele, Cdcl3-
lp, perd sa capacite de protection des telomeres et il en resulte une accumulation 
d'ADN simple brin (Garvik et al, 1995). II a ete demontre que ce phenotype ne 
resulte pas d'une incapacite de la proteine Cdcl3-lp a lier le telomere a temperature 
restrictive. En fait, un essai effectue a 42°C, une temperature de loin plus elevee que 
la temperature maximale permissive, a prouve que la proteine produite par l'allele 
cdcl3-lts possede une activite de liaison semblable a celle d'une proteine de type 
sauvage (Hughes et al, 2000b). Cette accumulation d'ADN simple brin provient de 
la degradation du brin G-riche du telomere vers le centromere par des exonucleases 
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(Booth et al, 2001; Garvik et al, 1995). Elle semble se limiter au telomere 
puisqu'aucune degradation n'a encore ete percue dans la region centromerique (Booth 
et al, 2001; Garvik et al, 1995). Par contre, elle peut aller jusqu'a 30 kb, ce qui n'est 
pas negligeable (Booth et al, 2001). Plusieurs exonucleases semblent etre impliquees 
dans ce processus, chacune ayant une activite specifique (Zubko et al, 2004). 
Dans une souche de levure cdcl3-lts RAD9, cette accumulation d'ADN simple 
brin engendrera un arret dans la phase G2 du cycle cellulaire dependant du point de 
controle lie a la proteine Rad9p tel qu'illustre a la figure 7 (Garvik et al, 1995; 
Weinert et Hartwell, 1988; Weinert et Hartwell, 1993). En fait, a chaque phase du 
cycle cellulaire, il y a des points de controles ou des proteines specifiques viennent 
s'assurer que la cellule est reellement en condition de passer a l'etape suivante 
(Hartwell et al, 191 A; Hartwell et Weinert, 1989). Dans ce cas, sachant que, durant la 
phase G2, une verification de 1'integrite du genome est effectuee afin de ne pas 
engendrer une cellule fille qui comporterait des dommages a l'ADN, l'accumulation 
d'ADN simple brin activera une cascade d'evenements qui menera a l'arret du cycle 
cellulaire. Ce point de controle est caracterise par un arret dans la phase G2 tres 
etendu, si necessaire (Hartwell et Weinert, 1989). Lorsque les dommages seront 
repares, l'arret sera rompu et la cellule pourra se diviser. Par contre, comme Cdcl3-
lp est incapable de proteger le telomere efficacement a temperature restrictive, les 
exonucleases auront acces a celui-ci malgre l'arret en G2 et seront capables de passer 
la barriere creee par Rad9p pour continuer a degrader le brin C-riche jusqu'aux genes 
essentiels oii la mort de la cellule sera inevitable (Zubko et al, 2004). Des etudes ont 
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revele que, dans une souche ou la proteine Rad9p est fonctionnelle, deux 
exonucleases sont necessaires pour la creation d'ADN simple brin au-dela de la 
barriere : Exolp et ExoX (Zubko et al, 2004). Exolp est une exonuclease 
generalement impliquee dans la resection des cassures double brin, dans la reparation 
des mauvais appariements ainsi que dans le processus de recombinaison homologue 
lors de la meiose (Fiorentini et al, 1997; Khazanehdari et Borts, 2000; Szankasi et 
Smith, 1995; Tishkoff et al, 1997; Tsubouchi et Ogawa, 2000). De plus, sa presence 
est essentielle au maintien de l'arret en G2 provoque par Rad9p (Zubko et al, 2004). 
Quant a ExoX, tout ce qui est connu, jusqu'a maintenant, est qu'elle est dependante de 
la presence de Rad24p, une autre proteine impliquee dans la reparation des cassures 
double brin (Aylon et Kupiec, 2003). Plus precisement, toujours chez une souche 
RAD9, Exolp est la principale exonuclease impliquee dans la generation d'ADN 
simple brin au niveau des elements X des regions sous-telomeriques ainsi que dans les 
regions encore plus interne ou se retrouvent les genes essentiels (Zubko et al, 2004). 
Elle est aussi impliquee dans la generation d'ADN simple brin au niveau des elements 
Y', mais seulement partiellement (Zubko et al, 2004). L'exonuclease inconnue X 
semble avoir exactement les memes fonctions (Zubko et al, 2004). Cependant, une 
tierce exonuclease, ExoY, peut aussi engendrer la degradation du brin C-riche, dans la 
region telomerique seulement, en absence de Exol et ExoX (voir plus bas et (Zubko 
et al, 2004)). II est a noter cependant que, jusqu'a maintenant, seul le gene EXOl est 
connu et caracterise, les autres etant encore hypothetiques; leur presence decoulant 
seulement d'experiences genetiques. 
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Tiri de Zubko et al., 2004 
Figure 7: Illustration de la barriere effectuee par la proteine Rad9p. 
Chez Saccharomyces cerevisiae, lorsque la proteine Cdcl3p ne peut proteger le telomere de fagon 
adequate, il survient une degradation du brin C-riche dependante de plusieurs exonucleases. 
L'accumulation d'ADN simple brin telomerique engendrd est un signal pour la proline Rad9p qui 
vient des lors tenter d'inhiber Taction des exonucleases et provoquer un arret dans la phase G2 du cycle 
cellulaire pour permettre une reparation. 
Dans une souche ou la proteine Rad9p est absente, une situation sensiblement 
differente se presente. En fait, une souche cdcl3-lts, rad9A exposee a temperature 
restrictive sera aussi soumise a une accumulation d'ADN simple brin (Garvik et al, 
1995). Par contre, aucun arret en G2 ne surviendra pour tenter de reparer les 
dommages et les cellules continueront de se diviser au meme rythme qu'une souche 
CDC13, rad9A jusqu'a ce qu'elles meurent (Garvik et al, 1995). II a ete observe que 
ce type de cellule peut croitre de fagon exponentielle a temperature restrictive pour au 
moins 6 heures, mais que les premiers signes de perte de viabilite commencent a 
paraitre deja apres 2 heures (Garvik et al, 1995). Les memes exonucleases sont 
impliquees dans ce cas aussi, mais leur importance differe legerement (figure 8 pour 
visualiser le modele propose et figure 9 pour un resume de Pimplication de chaque 
exonuclease en fonction du contexte genomique). En fait, dans une souche cdcl3-lts, 
rad9A, c'est ExoX qui est responsable de la degradation des genes essentiels. Elle est 
aussi impliquee dans l'accumulation d'ADN simple brin au niveau des elements X et 
Y' (Zubko et al, 2004). Exolp est, quant a elle, beaucoup moins importante dans ce 
contexte que lors de la presence de Rad9p. Elle est neanmoins impliquee dans la 
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generation d'ADN simple brin au niveau des elements X et Y' (Zubko et al, 2004). 
En absence de ExoX et Exolp, ExoY peut encore degrader le brin C-riche au niveau 
de la region telomerique (Zubko et al, 2004). 
Sequences Sequences 
uniques repetees 
374»ipj 5-7 kbp IMOOTC3' 
Figure 8: Modele explicatif propose pour la degradation du brin C-riche chez un allele cdcl3-l,s. 
En presence de la proteine Rad9p, c'est Exol qui est l'exonucl6ase la plus importante et c'est elle, avec 
l'aide de ExoX, qui sera responsable de la degradation du brin C-riche passee la frontiere etablie par 
Rad9p. Lorsque Rad9p est absente, c'est ExoX qui devient l'exonuclease majoritairement impliquee. 
Voir le texte pour plus de details. 
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Activite nuclease pour un allele cdc13-1ts 
Impliquee dans la production d'ADNsb au niveau des 
Sequences d'ADN a Sequences d'ADN a Repetitions Y" 
copie unique chez copie unique Chez chez une cellule 
une cellule cdd3-1* une cellule cdcM-715, cdd^l^ 
radQA 
Exo I Oui Non Partiellement 
Exo X Oui Oui Partiellement 
ExoY ? ? ? 
Adaple de Zubko et al, 2004 
Figure 9: Tableau recapitulatif des differentes activites nucleases survenant chez un allele cdcl3-
l's ainsi que des diverses exonucleases impliquees. 
L'exonuclease I est impliquee dans la generation d'ADN simple brin dans les sequences uniques et 
dans les repetitions Y' chez un allele cdcl3-l's, RAD9. L'exonucl6ase X est impliquee dans la 
generation d'ADN simple brin dans les sequences uniques et dans les repetitions Y' chez un allele 
cdcl3-l's, RAD9 ainsi que dans les sequences uniques chez une souche cdcl3-l's, rad9A. L'implication 
de l'exonuclease Y n'est pas encore bien connue. 
LA TELOMERASE 
Dans un contexte cellulaire normal, la methode de maintien des telomeres la 
plus conservee est basee sur 1'activite de la telomerase. C'est en 1985 que le groupe 
de recherches dirige par Elizabeth H. Blackburn a demontre l'existence d'une telle 
enzyme pour la premiere fois (Greider et Blackburn, 1985). En fait, ils ont observe, 
dans des extraits totaux de Tetrahymena, qu'il existait une activite specifique ajoutant 
des sequences repetees en tandem de la forme TTGGGG a partir de sequences 
telomeriques synthetiques correspondant aux sequences telomeriques de Tetrahymena 
((TTGGGG)4) et S. cerevisiae (TGTGTGGGTGTGTGGGTGTGTGGG) (Greider et 
Blackburn, 1985). De plus, ils ont aussi demontre que cette activite etait 
independante de la presence d'ADN ainsi que de la polymerase a et qu'elle etait 
sensible a la chaleur et a la proteinase K (Greider et Blackburn, 1985). Par la suite, ils 
ont demontre que la telomerase etait une ribonucleoproteine puisque son activite etait 
23 
dependante de la presence d'une matrice d'ARN et de composants proteiques (Greider 
et Blackburn, 1987; Greider et Blackburn, 1989). A la suite de sa decouverte chez 
Tetrahymena, la presence de telomerase chez d'autres organismes fut aussi observee. 
En fait, en 1989 la caracterisation d'un enzyme ayant la meme fonction etait fait chez 
rhomme et en 1995 chez la levure (Cohn et Blackburn, 1995; Morin, 1989). 
La telomerase, prealablement identifiee comme une transferase 
deoxyterminale, est maintenant consideree une transcriptase inverse qui, grace a sa 
matrice d'ARN, allonge Pextremite 3' des chromosomes (Blackburn et al, 1989; 
Greider et Blackburn, 1985; Yu et al, 1990). Malgr£ qu'elle soit hautement 
conservee chez les organismes eucaryotes, la telomerase est inactive dans la plupart 
des cellules somatiques chez l'homme. Par contre, chez les organismes unicellulaire 
ainsi que dans les cellules germinales des organismes pluricellulaires et la plupart des 
cellules cancereuses, la telomerase est active de fa§on constitutive et assure un 
maintien de l'ADN des telomeres (Cohn et Blackburn, 1995; Counter et al, 1994; 
Kim et al, 1994; Yashima et al, 1998). En somme, la telomerase joue un role 
primordial dans la stabilite du genome en venant contrecarrer le raccourcissement des 
extremites chromosomiques s'effectuant a chaque ronde de replication et ainsi 
empecher la mort cellulaire provoquee par un raccourcissement critique des telomeres 
venant eliminer la formation du capuchon protecteur (de Lange et al, 1990; Harley et 
al, 1990; Hastie ef al, 1990). 
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Composantes de la telomerase 
La telomerase est une nucleoproteine composee d'au moins quatre proteines 
differentes ainsi que d'un ARN (figure 10) (Lendvay et al, 1996). Toutes ces 
composantes sont necessaires a son activite in vivo (Lendvay et al, 1996). En fait, 
Pabsence d'une de ces composantes resulte en un phenotype nomme EST pour « ever 
shorter telomere» ou un raccourcissement graduel des telomeres est observe 
engendrant un arret de croissance des cellules au bout de 50 a 100 generations 
(Lendvay et al, 1996; Lundblad et Szostak, 1989; Lundblad et Blackburn, 1990; 
Singer et Gottschling, 1994). Parmi ces proteines, une seule possede une activite 
catalytique, les autres etant impliquees soit dans le fonctionnement comme tel de la 
telomerase ou encore dans des processus de regulation (Counter et al, 1997; Evans et 
Lundblad, 1999; Nugent et al, 1996; Sharanov et al, 2006; Taggart et al, 2002). 
Finalement, la composante ARN de l'holoenzyme sert, quant a elle, d'echafaud lors 
de l'assemblage du complexe et possede la sequence servant de matrice lors de l'ajout 
de nucleotides par la telomerase (Lingner et al, 1997b; Livengood et al, 2002; 
Prescott et Blackburn, 1997b; Shippen-Lentz et Blackburn, 1990; Singer et 
Gottschling, 1994; Zhou et al, 2000a). 
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A) Telomerase chaz Sacchammyces cerevisiae B) Telomerase chez I'Homo sapiens 
Figure 10: Complete enzymatique de la telomerase. 
A) chez Saccharomyces cerevisiae. B) chez YHomo sapiens. Voir le texte pour plus de details. 
La sous-unite catalytique 
La proteine possedant l'activite transcriptase inverse chez S. cerevisiae est 
produite a partir du gene EST2 et est essentielle au fonctionnement de la telomerase, 
tant in vivo que in vitro (Lingner et ai, 1997a). Celle-ci a d'abord ete repechee lors 
d'un criblage visant 1'identification de genes impliques dans le fonctionnement de la 
telomerase et possede un poids moleculaire de 103kDa (Lendvay et ai, 1996). Son 
activite catalytique transcriptase inverse a ete identifiee par plusieurs groupes de 
recherches presque simultanement (Counter et ah, 1997; Lingner et ai, 1997b). Est2p 
possede plusieurs homologues dont pi23 chez les Euplotes et hTERT (human 
Telomerase Reverse Transcriptase) chez l'homme (Kilian et ai, 1997; Lingner et ai, 
1997b; Meyerson et ai, 1997; Nakamura et ai, 1997). Des etudes de structure 
effectuees sur differentes sous-unites catalytiques provenant de plusieurs organismes 
ont contribue a reveler la presence de 4 domaines hautement conserves (Harrington, 
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2003). La fonction specifique de chacun de ces domaines chez Est2p est identified sur 
le schema de la figure 11. 
wmmtfmm»>i»i^KfCH^n 
- COOH 
Domaine 
d'interaction 
avec Est3p 
Domaine 
de liaison 
a I'ARN 
Domaine 
catalytique 
(transcriptase 
inverse) 
Domaine 
important pour 
la processivite 
de I'enzyme 
Figure 11: Identification des differents domaines fonctionnels de ia sous-unite catalytique de la 
telomerase chez Saccharomyces cerevisiae. 
Des domaines semblables sont aussi observes chez la telomerase des cilies et de rhumain. Voir le texte 
pour plus de details. La figure n'est pas a l'6chelle. 
De facon detaillee, le domaine N-terminal de Est2p est divise en deux parties 
distinctes. Un premier domaine, situe a l'extremite, est necessaire pour son 
interaction avec Est3p, une autre sous-unite de l'holoenzyme (Friedman et al, 2003). 
Le second, quant a lui, est situe plus en aval et est essentiel a sa liaison avec l'ARN 
contenant sa matrice, TLC1 (Friedman et Cech, 1999). Un troisieme domaine, le 
domaine central, possede les elements catalytiques conserves chez toutes les 
transcriptases inverses et est, des lors, le domaine catalytique de Est2p (O'Reilly et al, 
1999). Finalement, en C-terminal de la proteine se retrouve un domaine implique 
dans la processivite de 1'enzyme (Peng et al, 2001). II a ete demontre que ce 
domaine est essentiel chez l'humain et les cilies, mais qu'il peut etre ^limine chez la 
levure sans que son activite telomerase ne soit modifiee (Banik et al, 2002; Peng et 
al, 2001). 
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Les proteines accessoires 
Chez S. cerevisiae, trois proteines accessoires, qui ne possedent pas d'activite 
catalytique, sont essentielles au fonctionnement de rholoenzyme in vivo : Estlp, 
Est3p et Cdcl3p (Est4p) (Lendvay et al, 1996; Lundblad et Szostak, 1989; Lundblad 
et Blackburn, 1990). Par contre, ces proteines ne sont pas necessaires pour son 
activite in vitro (Lingner et al, 1997a). 
La premiere proteine accessoire ayant ete identifiee est Estlp. Le groupe de 
recherche de Szostack a observe, en 1989, qu'une souche de levure dont le gene EST1 
etait absent subissait une perte graduelle de ses sequences telomeriques et un arret de 
croissance (Lundblad et Szostak, 1989). Ces phenotypes ont contribues a l'hypothese 
que Estlp etait une sous-unite de la telomerase. Evidemment, avec les annees, les 
fonctions effectuees par Estlp sont devenues plus precises, meme si quelques 
ambigiiites persistent. En fait, il est connu que Estlp est associee a la telomerase via 
une interaction avec son ARN matrice (Zhou et al, 2000a). De plus, il a aussi ete 
demontre que, tout comme Cdcl3p, Estlp est une proteine pouvant se lier de fac,on 
specifique a l'ADN telomerique simple brin (Virta-Pearlman et al, 1996). Par contre, 
pour ce faire, Estlp necessite la presence d'une extremite 3', laissant entrevoir une 
possible liaison a la toute fin de l'extension G-riche telomerique (Virta-Pearlman et 
al, 1996) En outre, une interaction entre Cdcl3p est Estlp a aussi ete demontree (Qi 
et Zakian, 2000). Des lors, une possible participation de Estlp au recrutement de la 
telomerase, via sa liaison avec Cdcl3p, au telomere a ete envisagee. D'ailleurs, cette 
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hypothese est appuyee par le fait qu'une proteine de fusion Cdcl3p-Est2p ne necessite 
pas la presence de Estlp pour allonger le telomere alors que, tel qu'enonce 
precedemment, 1'absence de Estlp engendre normalement une perte de sequences 
telomeriques (Evans et Lundblad, 1999). Par contre, considerant qu'il a ete demontre 
que Est2p est lie aux telomeres pratiquement durant tout le cycle cellulaire alors que 
Estlp ne le serait qu'en fin de phase S lorsqu'il y a replication des telomeres, 
Phypothese du recrutement est quelque peu mise en doute (Smith et al, 2003; Taggart 
et al, 2002). En fait, cette situation mene a une nouvelle hypothese stipulant que 
Estlp pourrait plutot agir en tant qu'activateur de la telomerase, lui permettant de 
passer d'une forme inactive a une forme active d'une facon dependante du cycle 
cellulaire (Taggart et al, 2002). Ces deux hypotheses sont illustrees a la figure 12. 
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Figure 12: Description schlmatique des diffeYents modeles proposes concernant la fonction de la 
proteine Estlp chez Saccharomyces cerevisiae. 
a) Modele du recrutement: a la fin de la phase S du cycle cellulaire, Estlp (rose) amene la telomerase 
au telomere par son interaction avec Cdcl3p (bleu pale), b) Modele du l'activation: la telonterase est 
deja H6e au telomere, mais sous une forme inactive. A'la fin de la phase S du cycle cellulaire, Estlp 
(rose) vient se lier au telomere par son interaction avec Cdcl3p (bleu pale) et active la telonterase. 
Des homologues de Estlp ont ete identifies chez plusieurs organismes. Leur 
identification a d'abord ete basee sur leur similarite de sequence et, par la suite, sur 
des etudes demontrant leur association avec l'enzyme de la telomerase. Ceux-ci sont 
retrouves chez la levure de fission Schizosaccharomyces pombe, chez rhomme ainsi 
que chez le champignon Candida albicans (Beernink et al, 2003; Reichenbach et al, 
2003; Singh et al, 2002; Snow et al, 2003). Chez l'homme, contrairement a S. 
pombe et C. albicans, trois homologues de Estlp ont ete identifies (Reichenbach et 
al, 2003; Snow et af., 2003). Par contre, une association avec la telomerase a 
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seulement ete demontree chez deux d'entres-eux : hESTIA et hESTIB (Snow et al, 
2003). hESTIA a la capacite de lier l'ADN simple brin, tel Estlp et lorsqu'elle est 
surexprimee, une perte de protection des telomeres survient puisque des fusions 
chromosomiques ont lieu (Reichenbach et al, 2003; Snow et al, 2003). De plus, il a 
recemment ete observe que hESTIA vient s'associer au complexe de la telomerase 
chezThomme en interagissant tant avec la sous-unite catalytique (TERT) qu'avec la 
composante ARN (TER) (Redon et al, 2007). hESTIB, quant a lui, ne peut pas lier 
l'ADN simple brin, mais aurait quand meme un role semblable a celui de Estlp. 
La possible implication de la seconde proteine accessoire, Est3p, en tant que 
sous-unite de l'holoenzyme avait d'abord ete soulevee en 1996 (Lendvay et al, 1996). 
Par contre, une interaction directe avec la telomerase n'avait pas ete etablie a ce 
moment. Ce n'est qu'en 2000 qu'une telle interaction sera demontree par le groupe 
de Victoria Lundblad (Hughes et al, 2000a). Contrairement a Estlp, Est3p ne se lie 
pas directement a la composante ARN de la telomerase, mais plutot a Est2p, la sous-
unite catalytique (Friedman et al, 2003; Hughes et al, 2000a). De plus, il a ete 
observe que le gene EST3 engendre la production de deux versions de la proteine: 
une version tronquee et une version complete qui pro vient d'un changement de cadre 
de lecture, une premiere chez la levure (Morris et Lundblad, 1997). Cependant, seule 
la version complete est necessaire au maintien des telomeres in vivo (Morris et 
Lundblad, 1997). La fonction de Est3p au sein de l'holoenzyme n'est pas clairement 
etablie et aucun homologue de cette proteine n'a encore ete identifie chez d'autres 
organismes. Dernierement, il a ete suggere que Est3p dimeriserait in vitro et que 
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cette dimerisation serait importante pour le maintien des telomeres in vivo, puisque 
lorsque l'efficacite de dimerisation est-diminuee, les telomeres raccourcissent (Yang 
et al, 2006). De plus, lors d'etudes sur les proprietes biochimiques de Est3p, il a ete 
observe que cette proteine peut Her des oligonucleotides d'ADN et d'ARN ainsi que 
des heteroduplex ADN/ARN comportant des sequences telomeriques (Sharanov et al, 
2006). D'ailleurs, Est3p possederait une activite helicase sur les heteroduplex 
ADN/ARN, une caracteristique qui pourrait etre tres utile lors de l'allongement des 
telomeres par la telomerase (Sharanov et al, 2006). En fait, Est3p pourrait venir 
defaire 1'interaction entre la matrice ARN de la telomerase et 1'extension telomerique 
simple brin, permettant ainsi un recyclage de l'holoenzyme ou encore son 
repositionnement pour un second cycle d'elongation. 
Quant a Cdcl3p, tel que decrit precedemment (voir section LA PROTEINE 
CDC13p), il recrute la telomerase via son interaction avec la proteine Estlp et permet 
l'acces et 1'elongation de 1'extension simple brin telomerique (Evans et Lundblad, 
1999; Evans et Lundblad, 2000; Nugent et al., 1996). Bien que Cdcl3p soit essentiel 
au fonctionnement de la telomerase in vivo, sa presence n'est pas necessaire in vitro, 
tel Estlp et Est3p (Lendvay et al., 1996; Lingner et al, 1997a). 
La composante ARN de la telomerase 
Chez S. cerevisiae, l'ARN servant de matrice pour la telomerase, nomme 
TLC1 pour «telomerase component 1 », a ete decouvert en 1994 par le groupe de 
32 
recherche dirige par Daniel E. Gottschling (Singer et Gottschling, 1994). Cette 
decouverte venait confirmer 1'existence de la telomerase chez Saccharomyces 
cerevisiae et a facilite la decouverte de d'autres composantes (Lendvay et al, 1996). 
TLC1 produit un ARN de 1.2 kb non-condant transcrit par 1' ARN polymerase II (Seto 
et al, 1999; Singer et Gottschling, 1994). Celui-ci subit quelques modifications suite 
a sa transcription dont l'ajout d'un capuchon TMG (trimethylguanosine) en 5' et d'une 
queue poly-A (5 a 10% des transcrits seulement) en 3' (Chapon et al, 1997; Seto et 
al, 1999). De plus, TLC1 comporte, a son extremite" 3', un site de liaison pour les 
proteines SM, ou un heptamere vient se Her (Seto et al, 1999). La presence des 
proteines SM est directement reliee a l'abondance de TLC1 dans la cellule, 
puisqu'une mutation dans le domaine SM de TLC1 engendre une diminution de la 
quantite de TLC1 present (Seto et al, 1999). Toutes ces caracteristiques font que 
TLC1 ressemble beaucoup a un snRNA et sont illustrees a la figure 13 (Seto et al, 
1999). 
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Adapte de Mozdy A Cech, 2006 
Figure 13: Diagramme representant les differentes caracteristiques de I'ARN TLC1. 
L'ARN TLC1 d'une longueur de 1200 nt est mature en 5' et en 3'. II est aussi lie par un heptamere de 
proteines SM. Servant d'echafaud pour l'assemblage de la telomerase, il possede un site de liaison 
pour la majorite des proteines la composant. La matrice dicte l'ajout de nucleotide effectue par la 
telomerase a Pextremite simple brin du telomere. 
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Des ARNs associes a la telomerase ont ete identifies chez plusieurs 
organismes dont Tetrahymena thermophila et l'humain (Feng et al, 1995; Greider et 
Blackburn, 1989). Malgre une grande divergence en terme de taille d'ARN (1200 nt 
chez S. cerevisiae, 160-200 bases chez les cilies, 450 bases chez l'humain) et de 
sequence, des etudes de structure ont demontre que tout ces ARN possedent une 
sequence simple brin servant de matrice (Feng et al, 1995; Greider et Blackburn, 
1989; Singer et Gottschling, 1994). Chez S. cerevisiae, cette matrice a la sequence 
suivante : 5'-CACCACACCCACACAC-3' (Singer et Gottschling, 1994). Considerant 
que seul les trois premiers nucleotides sont impliques dans le positionnement de la 
matrice, il devient clair que cet alignement peut se faire a plusieurs positions sur 
1' extension telomerique et consequemment venir expliquer pourquoi les sequences 
telomeriques chez S. cerevisiae sont irregulieres (figure 14) (Forstemann et Lingner, 
2001; Singer et Gottschling, 1994). Cette irregularite peut aussi etre la cause d'un 
arret premature de la transcription inverse pendant 1'elongation (Forstemann et 
Lingner, 2001; Singer et Gottschling, 1994). 
matrice 
A U U G U A A A C A C A C A C C C A C A C C A C U A C C A U C C 
5- T G G G T G T G 0 ^ 0 7 0 ^ ^ 0 - ^ 
31 AC 5 . 
TLC1 
Fin du chromosome 
Nucleotides ajoutes par la telomerase lors 
de I'elongation des telomeres 
Region de 
positionnement de
 Adapti de Singer & CMtscMinf, i W4 
TLC1 sir le telomere 
Figure 14: Illustration du positionnement de la matrice de TARN TLC1 sur le telomere avant 
I'ajout de nucleotides par la telomerase. 
TLC1 positionne sa matrice k l'extremite de l'extension simple brin telomerique a l'aide des 
nucleotides CAC (rouges surlignes en jaune) qui viennent s'hybrider a ceux de l'extension (noirs 
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surlignes en jaune). Ensuite, la telomerase est apte a ajouter les nucleotides suivant dictes par la 
matrice (vert). 
C'est en 1991 et chez les cilies que les premieres ebauches de structure 
secondaire ont ete publiees pour l'ARN de la telomerase (Romero et Blackburn, 
1991). Par des etudes phylogenetiques, le groupe de recherche de Elizabeth H. 
Blackburn a pu observer que, malgre une certaine variabilite de taille et de sequence, 
la structure secondaire des ces ARNs etait conservee (Romero et Blackburn, 1991). 
Suite a cette etude, un autre groupe de recherche s'est penche sur ces structures et a 
remarque la possibilite de former un pseudonoeud impliquant la tige-boucle III (ten 
Dam et al., 1991). Comme cette possibilite etait retrouvee dans toutes les structures 
ayant ete determinees et supportees par covariation, ils ont suggere qu'elle soit 
conservee. D'ailleurs, quelques annees plus tard, lorsque des etudes de structure 
secondaire furent publiees pour d'autres cilies, la presence d'un pseudonoeud etait 
toujours observee (Lingner et al, 1994; McCormick-Graham et Romero, 1995). De 
plus, ces etudes ont aussi contribue a etablir que l'ARN de la telomerase avait 
conserve une structure secondaire similaire chez tous les organismes d'une meme 
espece, malgre revolution. Etant une structure particuliere, les scientifiques se sont 
attardes a ce pseudonoeud et ont voulu savoir s'il avait une fonction precise. En fait, 
des resultats demontrent que lorsque la formation du pseudonoeud est empechee, il en 
resulte une perte de l'activite telomerase (Gilley et Blackburn, 1999). De plus, si des 
mutations compensatoires sont introduite de fagon a retablir la formation du 
pseudonoeud, une activite telomerase est retrouvee (Gilley et Blackburn, 1999). Des 
lors, la presence d'un pseudonoeud dans l'ARN de la telomerase a ete proposee 
comme etant essentielle au bon fonctionnement de l'enzyme chez les cilies. Chez 
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l'humain, des conclusions similaires ont aussi ete portees. En fait, il avait 
prealablement ete observe que certaines mutations effectuees dans TARN de la 
telomerase humaine eliminait l'activite telomerase (Autexier et al, 1996; Feng et al, 
1995; Weinrich et al, 1997). Suite a la determination de la structure secondaire de 
l'ARN, il s'est avere que ces mutations venaient aussi eliminer la formation du 
pseudonoeud (Chen et al., 2000). 
Quant a la structure secondaire de l'ARN de la telomerase de Saccharomyces 
cerevisiae, TLC1, une premiere proposition a ete effectuee en 2004 suite a des etudes 
phylogenetiques comparatives et des essais enzymatiques (Dandjinou et al, 2004; 
Forstemann et Lingner, 2005; Zappulla et Cech, 2004). Cette structure comporte 
aussi un possible pseudonoeud et des elements structuraux similaires a ceux presents 
chez les cilies et les vertebres (figure 15). De plus, Petablissement de la structure 
secondaire de TLC1 a permis d'identifier a quelle section se liaient les differentes 
composantes de la telomerase tel qu'illustre sur la structure proposee par Dandjinou et 
al. a la figure 16. En fait, les domaines de liaison des differentes proteines ayant deja 
ete determines lors d'etudes anterieures, il ne restait qu'a les positionner sur cette 
structure (Livengood et al, 2002; Peterson et al, 2001; Seto et al, 2002; Stellwagen 
etal, 2003). En details, la tige-boucle IVc permet la liaison de la proteine Estlp alors 
que c'est une structure en epingle de 48 nucleotides situee dans l'helice lie qui permet 
celle de yKu, un heterodimere implique dans le recrutement de la telomerase. Quant a 
Est2p, la sous-unite catalytique de la telomerase, il a ete interessant de constater que la 
region du pseudonoeud, determinee essentielle chez les cilies, les verterbres et chez la 
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levure K. lactis, etait, en fait, son site de liaison (Dandjinou et al, 2004; Tzfati et al, 
2003). Malgre que la presence d'un tel pseudonoeud soit supportee evolutivement 
ainsi que par des essais enzymatiques, sa structure detaillee encore inconnue 
permettrait certainement une plus grande comprehension de 1'interaction entre la sous-
unite catalytique de la telomerase et sa composante ARN. La determination de cette 
structure est d'ailleurs un des objectifs de cette etude. 
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Figure 15: Structure secondaire de I'ARN de la telomerase chez les cilies, les vertebres et la 
levure (Saccharomyces). 
Malgr6 la divergence d'espece, de taille d'ARN et de sequence primaire, des elements conserves se 
retrouvent dans la structure secondaire de toutes les composantes ARN de la telomerase. En fait, il y a 
toujours presence d'une matrice simple brin, d'un element frontiere en 5' de celle-ci ainsi que d'un 
pseudonoeud comme site de liaison de la sous-unit6 catalytique de la telomerase. La stucture resile du 
pseudonoeud ainsi que les nucleotides impliques chez Saccharomyces reste cependant 4 &ablir. 
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Figure 16: Structure secondaire de I'ARN TLC1 chez la levure Saccharomyces cerevisiae. 
Structure secondaire de TLC1 tel que proposee par (Dandjinou et al, 2004) sur laquelle est identify les 
domaines de liaisons des prolines Estlp, Est2p, yKu ainsi que les prolines Sm7. 
Mecanisme d'action de la telomerase 
L'allongement des telomeres par la telomerase a surtout ete etudie a l'aide 
d'essais in vitro (Hammond et Cech, 1998; Hardy et al, 2001; Prescott et Blackburn, 
1997a). Durant ce processus, la telomerase utilise la matrice incluse dans sa 
composante ARN comme canevas dictant les nucleotides a aj outer. Ce mecanisme 
s'effectue de facon cyclique et comporte plusieurs etapes, tel qu'illustre a la figure 17. 
Bien que ce principe ne soit pas encore totalement connu, il en ressort des 
caracteristiques de bases conservees chez tous les organismes. Tout d'abord, 
Pholoenzyme vient se positionner sur l'extension telomerique simple brin. Ce 
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positionnement, chez S. cerevisiae, se fait a l'aide des trois premiers nucleotides de la 
matrice de TLC1 tel qu'indique precedemment. Par la suite, l'extremite G-riche du 
telomere est allongee par la telomerase consequemment aux nucleotides suggeres par 
la region matricielle de sa composante ARN. Finalement, l'arret de l'extension, 
dictee par une structure frontiere presente dans l'ARN, est suivi de deux voies 
possibles. Premierement, la telomerase peut tout simplement se dissocier de son 
substrat et terminer son cycle d'elongation, mais elle peut aussi faire un autre cycle 
d'ajout sur ce telomere en se repositionnant a la nouvelle extremite G-riche (processus 
nomme translocation). L'evenement de translocation est a la base du concept de 
processivite de la telomerase. De fagon conservee, in vivo, la telomerase est 
processive, puisqu'elle est capable de faire plusieurs cycles d'elongation sur un seul 
telomere (revue par (Lue, 2004)). Par contre, contrairement aux cilies et a l'humain, 
la telomerase de Saccharomyces cerevisiae n'est pas processive in vitro (Cohn et 
Blackburn, 1995; Greider, 1991; Morin, 1989). En fait, son association avec son 
substrat semble trop stable pour permettre sa translocation (Prescott et Blackburn, 
1997a) et il semblerait que, meme in vivo, la telomerase necessite la presence de 
facteurs additionnels pour se dissocier de son substrat (Forstemann et Lingner, 2001) 
Un des ces facteurs pourraient etre Piflp, une proteine possedant une activite helicase 
pour les hybrides ADN-ARN (Boule et Zakian, 2007). Piflp est normalement connu 
comme inhibiteur de la telomerase mais, dernierement, un hypothese a ete soulevee a 
l'effet qu'il pourrait venir separer la telomerase de son substrat (Boule et al, 2005; 
Zhou et al, 2000b). 
39 
Adapte de Kelleher et al., 2002 
Figure 17: Cycle de reaction de la telomerase. 
(1) La t&omeYase se positionne sur l'extension G-riche simple brin t£lom6rique via l'interaction de son 
ARN avec celle-ci. (2) Par la suite, la telomerase allonge l'extension G-riche en fonction des 
nucleotides dict£s par la region matricielle de son ARN. (3) Finalement, il y a arr6t de la t£lom£rase, 
qui peut, par la suite, (4) soit se dissocier completement de son substrat et terminer son cycle 
d'&ongation et encore (5) se transloquer sur la nouvelle extension et refaire un autre cycle 
d'Elongation. 
Regulation de la telomerase 
Chez l'humain, la regulation de la telomerase n'est pas la meme dans tous les 
types de cellules. En fait, tel que mentionne precedemment, la telomerase est 
constitutivement active dans les cellules germinales ainsi que dans la plupart des 
cellules cancereuses alors qu'elle est reprimee dans les cellules somatiques. Cette 
regulation negative s'effectue principalement au niveau de la transcription de TARN 
messager de hTERT, puisque hTR est present dans tous les types cellulaires (Cong et 
al, 1999; Feng et al, 1995). Dans les cellules ou les organismes unicellulaires, tel 
Saccharomyces cerevisiae, ou la telomerase est toujours active, la regulation 
s'effectue a plusieurs niveaux. 
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Tout d'abord, la telomerase est regulee d'une maniere dependante du cycle 
cellulaire. En fait, meme si elle est liee au telomere durant presque tout le cycle 
cellulaire, elle n'est active qu'a la fin de la phase S (Marcand et al, 2000; Smith et 
al, 2003). Telle qu'enonce precedemment, une hypothese a ete formulee a l'effet que 
Estlp, chez S. cerevisiae, seulement presente a la fin de la phase S, activerait la 
telomerase (Taggart et al, 2002) (pour un shema de cette hypothese, voir la figure 
12). Durant les autres phases du cycle cellulaire, Estlp serait degradee par le 
proteasome (Osterhage et al, 2006). De plus, cette variation de stabilite de Estlp en 
fonction du cycle cellulaire influencerait 1'assemblage de la telomerase aux telomeres 
durant la phase Gl afin qu'elle soit prete a agir en fin de phase S (Osterhage et al, 
2006). De plus, il a aussi ete suggere que la telomerase serait retenue aux telomeres 
en Gl par yKu, un heterodimere de proteines se liant a la jonction des sequences 
telomeriques double brin et de l'extension G-riche simple brin (Fisher et al, 2004; 
Gravel et al, 1998; Hug et Lingner, 2006). En fait, yKu favoriserait la retention de la 
telomerase en se liant a TLC1 de sorte qu'elle demeure proche de son substrat (Hug et 
Lingner, 2006; Stellwagen et al, 2003). Chez l'humain, il n'y a pas encore de preuve 
directe que la telomerase ne serait active qu'en fin de phase S, mais il semblerait que 
les telomeres soient plus accessibles durant cette phase et qu'une partie de leur 
structure de protection soit absente en fin de phase S (Jady et al, 2006). 
Par contre, meme lorsqu'active, la telomerase n'allongera pas tous les 
telomeres. Son action sera aussi regulee a ce niveau. En fait, il a ete demontre qu'elle 
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allongera les telomeres les plus courts preferentiellement (Teixeira et al, 2004). Tout 
dernierement, differents groupes de recherches ont montre que la proteine Tellp, une 
kinase, aurait un role important a jouer dans ce phenomene (Arneric et Lingner, 2007; 
Chang et al, 2007; Hector et al, 2007; Sabourin et al, 2007). Tellp viendrait 
s'associer, de fa§on preferentielle, aux telomeres courts et favoriserait ainsi leur 
extension par la telomerase. Le mecanisme precis n'est pas encore connu, mais il a 
ete propose que Pactivite kinase de Tellp pourrait etre responsable de l'interaction 
entre Cdcl3p et Estlp (Bianchi et Shore, 2007). Par contre, la structure meme du 
telomere a probablement aussi un role a jouer puisque, meme en absence de Tellp, 
l'allongement des telomeres les plus courts est priorise (Arneric et Lingner, 2007). En 
fait, il a ete demontre, tant chez l'humain que chez S. cerevisiae, que le telomere peut 
aborder une structure complexe limitant Pacces de la telomerase. Chez 1'humain, 
cette structure se nomme le t-loop et est caracterisee par l'invasion del'extension G-
riche simple brin vers Pinterieur du telomere pour venir s'y Her (Griffith et al, 1999). 
Chez S. cerevisiae, un repliement de Pextremite du telomere sur les regions en amont 
est suggere (Marcand et al, 1997; Smith et al, 2003). Des lors, un telomere assez 
long pourra certainement reproduire ces structures et empecher Pacces a la 
telomerase. Par contre, un telomere plutot court ne pourra probablement pas former 
ces structures d'une fa?on aussi repressive et la telomerase aura acces au telomere 
pour Pallonger (Hug et Lingner, 2006). Une illustration de chacune de ces structures 
est presente a la figure 18. 
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A) Chez Sacchammyces cerevisiae B) Chez I'humain 
Adapti de Evans et al., 2000 el de Lebel et Wellinger, 2005 
Figure 18: Illustration de la structure complexe des telomeres retrouvee chez la levure S. 
cerevisiae et chez i'humain. 
A) Structure de repliement chez Saccharomyces cerevisiae. Les prolines impliqu^es dans cette 
structure sont identifies dans la legende. B) Structure de type t-loop retrouvee chez I'humain. Les 
prolines impliqu^es dans cette structure sont identifiers dans la legende. 
En outre, les proteines liant le telomere ont aussi un effet sur la telomerase. 
Tel que discute, la proteine Cdcl3p, chez S. cerevisiae, vient reguler la telomerase 
tant positivement que negativement (revue par (Smogorzewska et de Lange, 2004). 
Son homologue chez I'humain, hPotl, facilite aussi le recrutement de la telomerase 
aux telomeres (Colgin et al, 2003). D'autres proteines, telles Stnlp, Riflp, Rif2p, 
Tellp, Meclp, ainsi que le complexe MRX (Mrellp, Rad50p et Xrs2p) sont aussi 
impliquees dans la regulation de la telomerase (Conrad et al, 1990; Hardy et al, 
1992; Lustig et al, 1990; Naito et al, 1998; Ritchie et Petes, 2000; Wotton et Shore, 
1997) 
Finalement, la regulation de la telomerase passe aussi par la regulation de ses 
propres composantes. II a dernierement ete demontre, chez S. cerevisiae, qu'une 
cellule contient moins de copies de TLC1 que de telomeres (Mpzdy et Cech, 2006). 
Cette insuffisance contribue aussi a expliquer pourquoi une fraction seulement des 
telomeres est allongee a chaque cycle cellulaire. De plus, TLC1 n'est pas la seule 
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composante de l'holoenzyme a etre presente de fagon reduite. En fait, les niveaux 
d'expression de Estlp, Est2p et Est3p semblent etre similaires puisqu'ils sont en 
dessous du seuil de detection d'une immunopurification (Ghaemmaghami et al, 
2003). De plus, Estlp et Est2p ne peuvent etre visualisees par microscopie a 
fluorescence que lorsqu'elles sont surexprimees (Teixeira et al, 2002). Des donnees 
de ce type ne sont pas encore publiees pour l'humain, mais il a ete demontre qu'une 
regulation se fait au niveau de la localisation de 1'enzyme en fonction du cycle 
cellulaire : hTR et TERT seraient sequestrees lorsque Pactivite de la telomerase n'est 
pas requise (Jady et al, 2006; Wong et al, 2002). 
LES SURVIVANTS 
Bien que la telomerase soit normalement essentielle, il a ete observe qu'un 
petit nombre de cellules pouvaient survivre lorsque celle-ci etait defectueuse 
(Lundblad et Blackburn, 1993). Ces cellules sont des lors nominees : survivants. 
Leur survie est assuree par une amplification des regions sous-telomeriques et 
telomeriques provenant d'un maintien des telomeres par recombinaison homologue. 
En fait, il existe deux types de survivants qui, malgre une dependance commune a la 
proteine Rad52p, le principal facteur respOnsable de la recombinaison homologue 
chez la levure, presentent des differences significatives concernant leur profil 
telomerique (Lundblad, 2002). 
44 
Survivants de type I 
Le premier type de survivant est caracterise par une amplification importante 
des elements sous-telomeriques Y', des repetitions telomeriques raccourcies et se 
nomme type I. En plus d'etre dependant de la presence de Rad52p, ce type de 
survivant necessite aussi la presence de Rad51p, Rad54p et Rad57p (Chen et ai, 
2001; Le et ai, 1999). Dans une cellule possedant une telomerase active, 
P amplification des elements Y' par recombinaison ne s'effectue qu'occasionnellement 
(Horowitz et Haber, 1985). Par contre, dans un survivant de type I, le nombre 
d'elements Y' augmente de facon drastique et peut aller jusqu'a 200 fois le nombre 
d'origine (Lundblad, 2002). De plus, meme les telomeres qui n'avaient pas 
d'elements Y en acquierent. Consequemment, la quantite d'ADN telomerique 
present dans ces cellules augmente, et ce, malgre que les repetitions telomeriques 
soient plus courtes (Lundblad, 2002). 
Survivants de type II 
Quant au second type de survivant, il se nomme type II et il necessite la 
presence des proteines Rad50p et Rad59p (Chen et al, 2001). Ces survivants ne 
voient pas leurs elements sous-telomeriques amplifies, mais plutot leurs repetitions 
telomeriques. En fait, ceux-ci possedent des repetitions G-riche terminales tres 
longues qui peuvent aller jusqu'a 12 000 pb (Teng et Zakian, 1999). Par contre, leurs 
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telomeres ne sont pas maintenus de fagon stable, ils sont tres heterogenes (Lundblad, 
2002). 
CHAPITREI 
Etude de l'extension simple brin telomerique dans une souche de levure cdcl3-lts. 
Preambule 
II a ete observe qu'une accumulation d'ADN simple brin est engendree lorsque 
la proteine Cdcl3p est absente ou deficiente (Garvik et al, 1995). De plus, il a ete 
prouve que cette accumulation d'ADN simple brin est due a une de-protection du 
telomere engendrant la degradation du brin C-riche (Garvik et al, 1995),(Booth et al, 
2001). Par contre, des observations effectuees dans notre laboratoire demontraient 
qu'il n'y avait pas d'accumulation d'ADN simple brin perceptible lorsque qu'une 
souche de levure comportant un allele codant pour une version thermosensible de la 
proteine Cdcl3p, arrete dans la phase Gl du cycle cellulaire, etait incube a 
temperature restrictive pendant plusieurs heures. Des lors, considerant que revolution 
de l'accumulation d'ADN simple brin en fonction du cycle cellulaire est encore 
inconnue et qu'elle permettrait certainement de mieux comprendre le mecanisme de 
degradation, une analyse de l'accumulation d'ADN simple brin au telomere en 
fonction des phases du cycle cellulaire a ete entreprise. 
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I.I MATERIELS ET METHODES 
Theorie sur 1'arret d'une culture de levure dans differentes phases du 
cycle cellulaire 
Arret dans la phase Gl 
Chez 5. cerevisiae, les cellules haploi'des portant le gene MATa peuvent etre 
arretees dans la phase Gl du cycle cellulaire a l'aide d'un compose nomme le facteur 
a. Ce facteur est une pheromone normalement secretee par les cellules haploi'des 
portant le gene MATa lors du phenomene de conjugaison sexuelle et qui est aussi 
disponible commercialement (revue dans (Bardwell, 2004)). Les cellules de.type 
MATa produisent aussi une pheromone, nominee facteur a, qui possede les mSmes 
fonctions, mais compte tenu qu'il est difficile de le synthetiser chimiquement, celui-ci 
n'est pas utilise (revue dans (Bardwell, 2004)). La presence de facteur a dans le 
milieu engendre 1'arret des cellules MATa dans la phase Gl du cycle cellulaire afin de 
permettre la conjugaison sexuelle (revue dans (Bardwell, 2004)). Cette conjugaison 
est accompagnee de plusieurs processus specifiques dont la formation d'une extension 
a la membrane qui rend la forme de la cellule semblable a celle d'une poire (Tkacz et 
MacKay, 1979). Une cellule arborant cette forme est nominee shmoo (Tkacz et 
MacKay, 1979). Dans un contexte ou les deux types de cellules sont presentes, 
MATa et MATa, il y a conjugaison sexuelle engendrant l'union des deux cellules 
haploi'des pour former une cellule diploi'de. Par contre, lorsque seules les cellules de 
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type MATa sont presentes, 1'arret en Gl ainsi que tous les processus enclenches pour 
la conjugaison seront eventuellement interrompus puisque le facteur a sera degrade 
par une proteinase, encodee par le gene BAR1 (Manney, 1983). Alors, lorsqu'un arret 
prolonge dans la phase Gl du cycle cellulaire est necessaire pour une quelconque 
experimentation, il s'avere necessaire d'eliminer le gene BAR1. Des lors, un arret 
prolonge en Gl, a l'aide de facteur a, est possible et peut etre confirme par 
observation de la presence de shmoos au microscope. Un retour au cycle cellulaire 
normal peut etre effectue en changeant le milieu de croissance des cellules pour un 
milieu ne contenant pas de facteur a combine a un ajout de pronase, disponible 
commercialement, afin d'eliminer la presence de facteur a residuel. 
Arret dans la phase S 
Un arret dans la phase S du cycle cellulaire est quant a lui effectue a l'aide 
d'un compose chimique nomine hydroxyuree. Ce compose inhibe la catalyse de 
deoxyribonucleotides a partir de ribonucleotides diphosphate en agissant sur l'enzyme 
responsabje de cette catalyse: la ribonucleotide reductase (McClarty et al, 1988). 
Des lors, il en resulte un arret de la synthese de l'ADN cause par une depletion des 
deoxyribonucleotides disponibles qui engendre evidemment un arret dans la phase S 
du cycle cellulaire mene par l'activation d'un point de controle specifique a cette 
phase (Reichard, 1988; Slater, 1973). 
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Arret dans la phase G2 
Pour arreter les cellules de levure dans la phase G2 du cycle cellulaire, un 
compose nomme nocodazole est utilise. Le nocodazole est un compose qui, a forte 
dose, empeche la division cellulaire en detruisant les microtubules (Jacobs et ai, 
1988; Wang et Burke, 1995). A faible dose, il empeche aussi la division cellulaire, 
mais semble plutot affecter la formation adequate du kinetochore (Wang et Burke, 
1995). Dans ces deux cas, il resulte une cellule contenant deux copies de son ADN 
dont le noyau n'est pas capable de se diviser (Wang et Burke, 1995). L'arret en G2 
des cellules est dependant de l'activation d'un point de controle specifique relie au 
bon fonctionnement du kinetochore (Wang et Burke, 1995). 
Souches utilisees 
Les souches utilisees lors de cette etude ont ete fournies genereusement par Dr. 
Momchil Vodenicharov et sont decrites dans le tableau 1. Elles ont ete cultivees en 
milieu riche de type YEP + 2% glucose (le YEP est compose de 1% Bacto-yeast 
extract, 2% Bacto-peptone et de 0,01% d'adenine), liquide ou solide, a 23°C 
(temperature permissive pour Pallele thermosensible cdcl3-l) et ce, meme pour le 
type sauvage afin que celui-ci subisse exactement les memes traitements. Les 
differentes proteines Cdcl3p ont toutes ete etiquetees en C-terminale a l'aide de 13 
etiquettes c-myc par Dr. Momchil Vodenicharov, ce qui a permis leur visualisation 
lors d'immunobuvardages de type Western (Vodenicharov et Wellinger, 2006). 
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H-3a 
Tableau 1: Description des differentes souches utilisees dans le cadre de cette 
etude. 
Souche Genotype __ _ , ..,,;.-...iOiaBiB 
" '_ '"" MAT a, CZ)C73-myc, barlA::KanMX,~adeY,'ade2~ 
ura3, lys2, his7, tyrl, gall 
MAT a. cdcl3-l -myc-KanMX, bar J A: :KanMX, '. '* ' J** 
adel, ade2, ura3, lys2, his?, tyrl, gall 
MAT a, c£/c:/i-i-myc-KanMX. bar! A:\KanMX, 
I-17a rad9A:\Trp, adel, ade2, ura3, lys2. his7, tyrl, gall, 
leu2 
Experience d'arret et de relachement a 37°C 
Tout d'abord, 200 mL de milieu de culture riche est inocule, de facon sterile, 
avec 0.53 X107 cellules de levure pour les souches 5c et I-17A et 0.70 X107 pour la 
souche II-3A de sorte que le lendemain matin les cultures soient en phase 
logarithmique. Ensuite, une lecture de la densite optique est effectuee et la culture est 
diluee pour avoir une densite optique de 0.310 (ce qui correspond a une concentration 
cellulaire d'environ 0,40 X 107 cellules/mL) et du facteur a est ajoute pour une 
concentration finale de 0,05 ug/mL. Ensuite, on incube les cellules a une temperature 
de 23°C pendant 4 heures afin de laisser la culture cellulaire s'arreter en Gl. Apres 
1'incubation, 10 uL de la culture est preleve et observe au microscope afin de 
confirmer Parret en Gl si l'arret est complet (85% et plus des cellules ont la forme 
d'un shmoo), un echantillon de 15 mL est preleve, depose dans un tube contenant de 
l'azoture de sodium (compose chimique inhibant la cytochrome oxydase, par 
consequent, Putilisation de l'oxygene par la cellule (Palmer, 1993)) et conserve a -
80°C pour une extraction d'ADN subsequente. Un second echantillon est preleve 
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pour une analyse subsequente au FACS : Fechantillon de 1 mL est centrifuge a 16 060 
x g pendant 1 minute a temperature piece et les cellules sont resuspendues dans 1 mL 
d'ethanol 70%. Le reste de la culture est centrifugee a 1876 x g pendant 3 minutes a 
temperature piece et les cellules sont resuspendues dans du milieu riche pre-incube a 
37°C contenant de la pronase (proteinase qui degrade le facteur a) a une 
concentration de 5 ng/mL afin qu'elles puissent sortir de la phase Gl et entrer dans le 
cycle cellulaire. Finalement, la culture est transferee a 37°C (temperature restrictive 
pour l'allele cdcl3-lts) et des echantillons (pour extraction d'ADN et analyse par 
FACS) sont preleves a toutes les 15 minutes jusqu'a concurrence de 135 minutes. 
Experience d'arret dans differentes phases du cycle cellulaire 
Tout d'abord, 600 mL de milieu YEP + 2% glucose liquide a ete inocule avec 
2.0 X107 cellules de levure des souches CDC13 et cdcl3-lts et a ete incubees toute la 
nuit a 23°C afin de permettre leur croissance. Le lendemain, lorsque la densite 
optique de la culture atteint le debut de la phase logarithmique de croissance (une 
quantite de cellules d'environ 0.4 X 107/mL), trois volumes de 100 mL de chaque 
cultures sont preleves et transferes dans 3 erlenmeyers. Au premier 100 mL est ajoute 
5 uL de facteur a (1 mg/mL), au second 200 uL de nocodazole (10 mg/mL) et au 
dernier 1.52 g d'hydroxyuree. Les trois erlenmeyers sont alors incubes de nouveau a 
23°C pendant 3 heures afin de permettre, de facon respective, Parrel des cellules en 
Gl, en G2/M et en S. Du volume de culture en phase exponentielle restant, un 
echantillon de 25 mL est preleve et correspond au temps « zero ». A partir de ce 
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moment, le reste est incube a 37°C et des echantillons de 25 mL sont preleves apres 1 
et 3 heures d'incubation. Lorsque les cellules etant demeurees a 23°C sont arretees 
dans leur phase respective (l'arret cellulaire est confirme au microscope), un 
echantillon de 25 mL correspondant au temps «zero » est preleve et le reste des 
cultures est transfere a 37°C ou d'autres echantillons de 25 mL seront preleves apres 1 
et 3 heures d'incubation. II est a noter qu'un echantillon a aussi ete preleve au temps 
3 heures pour une analyse subsequente au FACS dans le but de demontrer que les 
cellules etaient encore bel et bien cyclantes ou arretees dans la phase cellulaire 
attendue. 
Preparation des echantillons pour le FACS 
Les echantillons ont ete analyses par cytometric de flux, afin de pouvoir 
confirmer un arret des cellules dans une phase cellulaire precise a l'aide d'un compose 
chimique ou encore de visualiser dans quelles phases du cycle cellulaire se trouvaient 
les levures aux temps donnes. Les echantillons preleves auparavant sont, tout 
d'abord, centrifuges a 16 060 x g pendant 1 minute a temperature piece afin de 
culotter les cellules. Le surnageant est enleve et les cellules sont lavees avec 500 uL 
de PBS IX (136.9 mM NaCl, 1.8 mM KH2P04, 10.1 mM Na2HP04, pH 7.4) et 
subsequemment resuspendues dans 500 uL de PBS IX. Ensuite, les cellules sont 
soniquees a une puissance de 30% pour un cycle de 10 coups d'une seconde pour bien 
les separer et de la Rnase A est ajoutee a une concentration finale de 250 [xg/mL afin 
de degrader l'ARN present dans la cellule (le sonicateur utilise est le Branson Sonifier 
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250 de la compagnie Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, Connecticut, USA). 
Le tout est incube a 37°C pendant environ 16 heures. Le lendemain, les cellules sont 
lavees avec 500 uL de PBS IX et ensuite elles sont resuspendues dans un meme 
volume d'iodure de propidium dilue dans du PBS IX a une concentration finale de 50 
f^ g/mL. L'iodure de propidium est un agent intercalant qui se fixe sur les acides 
nucleiques et qui agit comme fluorochrome (Cui et ah, 2003). Les cellules sont 
incubees en presence de cette concentration d'iodure de propidium pendant 3 heures. 
Ensuite, elles sont centrifugees a 16 060 x g pendant 1 minute a temperature piece et 
resuspendues dans 500 uL d'iodure de propidium 5 fois moins concentre. Les 
echantillons sont alors conserves a 4°C jusqu'a ce qu'ils soient analyses au FACS. 
Preparation d'ADN genomique 
L'ADN genomique a ete extrait a partir d'une culture cellulaire fraiche de 5 
mL Cette culture a ete centrifugee a 1876 x g pendant 2 min afin de culotter les 
cellules et de les laver avec de l'eau nano sterile. Par la suite, les cellules sont 
resuspendues dans 500 uL de tampon de lyse (100 mM Tris, 50 mM EDTA, 1% SDS) 
et transferees dans des tubes de verre de 16 mm auxquels des billes de verre sont 
ajoutes jusqu'a 2 mm du menisque du tampon de lyse. Ensuite, on vortex 30 
secondes, on ajoute 25uL de NaCl 5M et on vortex encore 4X30 secondes. Apres 
avoir laisse les tubes 3 minutes sur glace, le lysat cellulaire est transfere dans un 
eppendorf et, afin de recuperer le maximum de lysat, 150uL de tampon de lyse est 
ajoute dans les tubes et les cellules restantes sont transferees dans 1'eppendorf suite a 
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un leger vortex. Afin d'enlever les membranes et les dechets, une extraction au 
phenol-chloroforme est effectuee. La phase aqueuse recoltee est ensuite melangee 
avec deux volumes d'ethanol 100% a -80°C pendant 20 minutes pour precipiter les 
acides nucleiques. Suite a la precipitation, une centrifugation de 16 250 x g pendant 
15 minutes a 4°C est effectuee et le culot est resuspendu dans 50 uL de TE (10 mM 
Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8) auquel un traitement a la Rnase A (10 mg/mL) est 
effectue afin de degrader l'ARN present (30 minutes a 37°C). Par la suite, 150 uL de 
TNE (10 mM de Tris, 0,1M de NaCl, ImM EDTA) et 5uL de Proteinase K 
(lOmg/mL) sont ajoutes afin de degrader les proteines restantes (1 heure a 37°C). 
Finalement, une extraction au phenol-chloroforme est effectuee pour eliminer la 
Rnase A et la Proteinase K suivie d'une extraction au chloroforme pour enlever le 
phenol, s'il en reste, et d'une precipitation avec de l'ethanol 100%. Suite a la 
precipitation, un lavage est effectue avec de l'ethanol 70% et le culot est resuspendu 
dans 50 uL de TE. 2 uL de ce 50 uL est utilise pour un dosage par 
spectrophotometrie. Ce dosage a ete effectue a l'aide d'un spectrophotometre qui 
convertit Pabsorbance a 260 r)m automatiquement en concentration d'ADN (ng/uL) 
en fonction de la dilution effectuee (dans ce cas, 1/500) ainsi qu'avec une cuvette 
contenant de l'eau pour « zero » (le spectrophotometre utilise est le Ultrospec 2100 
pro de la compagnie Biochrom, Cambridge, England). 
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Technique d'hybridation dans le gel 
Cette technique a ete utilisee afin de visualiser sur gel l'etat du simple brin 
telomerique en fonction des conditions auxquelles ont ete soumises les souches de 
levures a l'etude. Cette technique repose sur le fait que l'hybridation est effectuee 
alors que l'ADN est encore dans le gel et que cet ADN n'est pas denature. II est a 
noter que l'ADN peut, par la suite, etre denature et transfere sur une membrane de 
nylon par buvardage de type Southern. La technique d'hybridation dans le gel a ete 
effectuee tel que decrit par (Dionne et Wellinger, 1996). Tout d'abord, l'ADN 
genomique a ete digere par VenzymcXhoI (New England Biolabs, Pickering, Ontario, 
Canada). Ensuite, l'ADN digere est analyse sur un gel d'agarose 0,75 % TBE (40 
mM Tris-Borate, 1 mM EDTA) par migration pendant 16 heures a 0.8V/cm. Le gel 
est ensuite immerge dans une solution de 2X SSC (0,3 M NaCl, 0,03 M Citrate de 
sodium, pH 7.0) pendant 30 minutes et, par la suite, seche a l'aide du Gel Dryer 
Model 583 (Bio-Rad, Hercules, Californie, USA) pendant environ 20 minutes de 
chaque cote. Finalement, le gel est hybride avec une sonde specifique au simple brin, 
dans le cas de la levure S. cerevisiae, une sonde degeneree CA5.2 de sequence CCC 
ACC ACA CAC ACC CAC ACC C est utilisee (Invitrogen, Burlington, Ontario, 
Canada). Lorsque cette technique est effectuee, un controle est toujours utilise afin de 
s'assurer que les conditions sont bien natives. Ce controle est compose d'ADN 
simple brin et double brin tel que decrit par (Dionne et Wellinger, 1996). Finalement, 
les gels sont exposes sur un ecran de phosphore et les resultats sont reveles au Storm 
Imager (GE Healthcare, Baie d'Urfe, Quebec, Canada). L'analyse subsequente des 
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resultats a ete effectuee avec le programme ImageQuant 5.0 (GE Healthcare, Baie 
d'Urfe, Quebec, Canada). 
Buvardage de type Southern 
L'analyse de l'ADN par buvardage de type Southern a ete fait tel que decrit 
dans (Dionne et Wellinger, 1996). Tout d'abord, le gel seche provenant de la 
technique d'hybridation dans le gel est depurine pendant 15 minutes dans une solution 
de HC1 0,25 M. Ensuite, le gel est transfere dans une solution de denaturation (1,5 M 
NaCl, 0,5M NaOH) pendant 1 heure afin de denaturer l'ADN. Finalement, le gel est 
equilibre dans une solution de NaOH 0,4 M pendant 15 minutes avant d'etre installe 
sur le montage de transfert. Le transfert est effectue par capillarite sur une membrane 
de nylon Hybond XL (GE Healtcare, Baie d'Urfe, Quebec, Canada). Lorsque le 
transfert est termine, la membrane est s6chee pendant environ 10 minutes et l'ADN 
est ponte a la membrane a l'aide d'un UV Stratalinker® 2400 (Stratagene, La Jolla, 
Carlifornie, USA). Ensuite, la membrane est pre-hybridee a 42°C pendant 1 heure 
dans du SuperStock (50% formamide, 5x SSC, lx Denhardt's, 1 mg/mL ADN de 
sperme de hareng, 2% SDS, 0.5% lait en poudre, pH 7) et hybridee toute la nuit a 
42°C dans du SuperStock + dextran (4 grammes de dextran par 50 mL de SuperStock) 
avec une sonde radiomarquee specifique, dans le cas present, soit une sonde CA5.2 ou 
CENIV (CENIV est un fragment d'ADN d'une longueur de 1.2 kb provenant d'une 
amplification par PCR effectue sur le plasmide YCpAll avec les amorces suivantes: 
5'-ATG TTG AAG GAA CAG CTG GG-3' et 5'-GAC CAA TTA GAC AAT GGG 
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AC-3' et qui, une fois denature, est complementaire a une region du centromere du 
chromosome IV). Finalement, la membrane est lavee dans du 2X SSC (0,3 M NaCl, 
0,03 M Citrate de sodium, pH 7.0) pendant 20 minutes et si aucun bruit de fond n'est 
perceptible au compteur Geiger, la membrane est alors exposee, toute une nuit, sur un 
ecran de phosphore. S'il y a encore du bruit de fond, la membrane est lavee a 55°C 
pendant 1 heure dans une solution de O.lx SSC et 0.1% SDS. Le resultat est revele au 
Storm Imager (GE Healthcare, Baie d'Urfe, Quebec, Canada). 
Quantification des gels de telomeres 
La quantification a ete effectuee a l'aide du programme ImageQuant 5.0 (GE 
Healthcare, Baie d'Urfe, Quebec, Canada). Tout d'abord, pour chaque valeur de 
signal obtenu, que ce soit pour la quantite d'ADN simple brin (gel natif) ou pour la 
quantite d'ADN mis sur gel (gel denature), la valeur de bruit de fond correspondant a 
ete soustraite. Par la suite, chacune des valeurs calculees par le programme 
concernant la quantite d'ADN simple brin detectee a ete divisee par celle 
correspondant a la quantite d'ADN chargee sur gel pour cette piste. Finalement, le 
tout a ete divise par la quantite de signal obtenu pour la piste representant 
l'echantillon synchronise dans la phase Gl du cycle cellulaire et n'ayant jamais ete 
expose a 37°C (identifie S sur les differentes figures de la partie resultats). 
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Marquage d'un oligonucleotide au [y- P]ATP 
L'oligo CA5.2 ayant servi de sonde pour detecter l'ADN simple brin lors de la 
technique d'hybridation dans le gel a ete marque a l'aide de l'enzyme T4-
polynucleotide kinase de la compagnie d'USB (Baie-d'Urfe, Quebec, Canada) en 
utilisant le protocole fourni par la compagnie. 
Marquage aleatoire au [a-32P]dCTP 
Le fragment de sonde CENIV a ete radiomarque au [a-32P]dCTP a l'aide de la 
Polymerase ADN fragment Klenow provenant de la compagnie New England Biolabs 
(Pickering, Ontario, Canada) tel que decrit par (Feinberg et Vogelstein, 1983). 
Extraction de proteines 
A partir d'une culture de levure de 5 mL, les cellules ont ete culottees par 
centrifugation a 16 060 x g quelques secondes et resuspendues dans lmL d'H^O nano 
a 4°C. A ce culot, 150 uL de solution de lyse (NaOH 1.85M, 7,5% p-
mercaptoethanol) est ajoute et le tout est laisse sur glace 15 minutes. Par la suite, 150 
uL d'acide trichlororique 55% est ajoute suivi d'une incubation de 10 minutes sur 
glace et d'une centrifugation de 10 minutes a 13 000 rpm. Le surnageant est jete et le 
culot est resuspendu dans du tampon Laemmli (0,0625 M Tris pH 8.8, 2% SDS, 5% 
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P-mercaptoethanol, 10% glycerol, 0,01% bleu de bromophenol) et conserve 
subsequemment a -80°C. 
Quantification des proteines 
La methode utilisee pour quantifier les proteines extraites par la technique 
decrite ci-haut est celle mise au point par (Smith et al, 1985) avec quelques 
modifications. En details, cette methode consiste a melanger ensemble 100 uL 
d'echantillon (2,5 uL d'extrait proteique et 97,5 uL d'H20) et 1 mL de reactif (BCA 
et 4% CuS04-5H20 50 :1), a incuber le tout a 37°C pendant 30 minutes, a laisser 
revenir les tubes a temperature piece et finalement, a lire la densite optique a 562 nm. 
A noter qu'a chaque quantification, des echantillons contenant des quantites connues 
de BSA ont ete mesure afin de servir d'etalon. 
Immunobuvardage de type Western 
Suite a la quantification, 50 ng de proteines sont denaturees pendant 5 minutes 
a 100°C et ensuite chargees sur un gel SDS-PAGE 10% (Sambrook et al, 1989). 
Lorsque la migration est adequate, en fonction du poids moleculaire des proteines 
analysees versus le marqueur de poids moleculaire utilise, les proteines sont 
transferees sur une membrane de nitrocellulose Hybond-C (GE Healthcare, Baie 
d'Urfe, Quebec, Canada) a l'aide de l'appareil Mini Trans-blot Cell (Bio-Rad, 
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Mississauga, Ontario, Canada) pendant 2 heures a 85 volts ou toute la nuit a 30 volts. 
Par la suite, la membrane est coloree au rouge Ponceau S pour verifier la qualite du 
gel et du transfert et bloquee dans une solution de lait 5% dissout dans IX PBS-T 
(PBS + 0,1% Tween) pour au moins une heure a temperature piece ou toute la nuit a 
4°C. La membrane est alors lavee trois fois avec du PBS-T (avec agitation) pour 
enlever toute trace de solution de blocage et est ensuite incubee avec Panticorps 
primaire, soit anti-c-myc monoclonal IgG de souris (Roche, Laval, Quebec, Canada) 
ou anti-Sir2p polyclonal IgG de mouton (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, 
Californie, USA), dime 1:500 ou 1:100 respectivement dans du PBS + 1% lait. Cette 
incubation est effectuee pendant 1 heure a temperature piece avec une legere 
agitation. Ensuite, la membrane est de nouveau lavee trois fois avec du PBS-T et 
subsequemment incubee avec l'anticorps secondaire, soit anti-IgG de souris (GE 
Healthcare, Baie d'Urfe, Quebec, Canada) ou anti-IgG de mouton conjugue a une 
peroxidase (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, Californie, USA), dilue 
1:5000 ou 1:2500 respectivement dans du PBS + 1% lait pendant 1 heure a 
temperature piece avec une legere agitation. Finalement, la membrane est lavee 
quatre fois avec du PBS-T et revelee avec les solutions de revelations ECL Plus (GE 
Healthcare, Baie d'Urfe, Quebec, Canada) selon le protocole de la compagnie. La 
revelation est effectuee sur l'appareil Storm Imager (GE Healthcare, Baie d'Urfe, 
Quebec, Canada). 
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Quantification des immunobuvardages de type Western 
La quantification a ete effectuee a l'aide du programme ImageQuant 5.0 (GE 
Healthcare, Baie d'Urfe, Quebec, Canada). Pour chaque valeur du signal obtenu, la 
valeur de bruit de fond correspondant a ete soustraite. Par la suite, chacune des 
valeurs a ete divisee par celle correspondant soit a la quantite de proteine Cdcl3p ou 
Cdcl3-lp retrouvee a temperature non-restrictive au temps « zero ». La quantite de 
proteine Cdcl3p ou Cdcl3-lp retrouvee dans la culture n'ayant jamais ete exposee a 
37°C est done fixee a 1 et les autres valeurs represented une proportion de celle-ci. 
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I.II RESULTATS 
EXPERIENCE D'ARRET ET DE RELACHEMENT A 37°C. 
II est connu que la proteine Cdcl3p est un facteur important dans la protection 
des chromosomes: en se liant a la region simple brin des telomeres, Cdcl3p vient 
empecher leur degradation (Garvik et al, 1995; Nugent et al, 1996). Cependant, une 
accumulation d'ADN simple brin est observee lorsque Cdcl3p n'est pas presente dans 
la cellule et cette accumulation engendre un arret du cycle cellulaire, dependant de la 
proteine Rad9p, en phase G2/M afin de permettre la reparation (Garvik et al, 1995). 
De plus, lorsque la proteine Rad9p est elle aussi absente, la degradation se prolonge 
jusqu'a la mort cellulaire, probablement une consequence de la degradation de genes 
essentiels (Garvik et al, 1995). Alors, il est connu que lorsque Cdcl3p est absente, 
ou encore deficiente, le telomere est deprotege et qu'un processus de degradation dans 
la direction 5'-»3' est enclenche (Booth et al, 2001; Garvik et al, 1995). II reste a 
definir, par contre, si cette degradation est presente tout au long du cycle cellulaire ou 
encore durant une seule phase du cycle cellulaire. Des lors, en utilisant les souches 
mentionnees au tableau 1 de la section «materiels et methodes », une analyse de 
Paccumulation d'ADN simple brin au telomere en fonction des phases du cycle 
cellulaire a ete entreprise. 
Les essais ont d'abord ete executes de facon qualitative afin de visualiser les 
differences pouvant etre revelees entre les differentes souches utilisees. En fait, a la 
figure 19 est illustree une hybridation dans le gel ainsi que les profils FACS 
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correspondant pour une experience d'arret et relachement a 37°C effectuee sur la 
souche 5c (CDC13). Sur cette hybridation in-gel, il est possible de remarquer la 
presence des controles specifiques, tels : de l'ADN provenant d'une souche kuA (piste 
3) (reconnu pour avoir des TRFs tres courts et avoir de l'ADN simple brin au 
telomere) ainsi que le controle d'ADN simple brin et double brin (piste 2) (Gravel et 
ah, 1998). Des lors, considerant que seul l'ADN simple brin du controle sb + db est 
revele dans cette hybridation, il est possible d'affirmer que ce gel est en conditions 
natives et que le signal observe correspond a de l'ADN simple brin. De plus, la sonde 
utilisee etant specifique aux sequences telomeriques, le signal observe correspond 
plus precisement a de l'ADN simple brin telomerique. II est a noter qu'un echantillon 
de la culture synchronised n'ayant jamais ete incube a 37°C est aussi present sur le gel 
(piste S). En outre, une denaturation du gel a ete effectuee, suite a 1'experimentation, 
afin de reveler que de l'ADN a bien ete charge dans chacune des pistes (piste 4 a 13, 
gel denature et hybride CA5.2). Quant aux profils FACS, ceux-ci sont presents afin de 
demontrer que la culture est d'abord arretee dans la phase Gl du cycle cellulaire et 
que suite a son relachement, les cellules quittent la phase Gl et recommencent a 
cycler normalement dans le cycle cellulaire. En fait, le profil S demontre que les 
cellules etaient arretees dans la phase Gl du cycle cellulaire avant leur relachement et 
les profils subsequents qu'elles recommencent a cycler. D'ailleurs, un premier 
passage en phase S est observe apres 30 minutes (profil 30 min) suite au relachement, 
suivi d'un passage en phase G2 (profil 45 min, 60 min et 75 min), d'un court passage 
en Gl et d'un second passage en S apres 90 minutes (profil 90 min 105 min et 120 
min) et finalement, d'un retour en G2 (profil 135 min). En somme, qualitativement, 
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cette experience permet de constater que, malgre la quantite d'ADN charge sur gel, un 
tres faible signal d'ADN simple brin telomerique est observe tout au long de 
Pexperience (piste 5 a 13). 
Figure 19 : Experience qualitative d'arrSt et de relachement a 37°C effectu£e avec une souche 
CDC13. 
Hybridation dans le gel des echantillons recoltes pour une souche de type sauvage avec une sonde CA5. 
2 sp&ifique au simple brin telomerique ainsi que le gel denature' correspondant hybrid6 avec la meme 
sonde. Les pistes 1 et 14 represented le marqueur de poids moteculaire. Le controle d'ADN simple 
brin et double brin est present a la piste 2 ainsi que le controle d'ADN provenant d'une souche kuA a la 
piste 3. L'echantillon d'ADN de cellules synchronisers en Gl, non relachees, et n'ayant pas 6t6 
incubees a 37°C est present a la piste 4. Les pistes 5 a 13 representent les 6chantillons recoltes suite au 
relachement a 37°C pour un temps d'exposition de 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105. 120 et 135 minutes. Les 
profils FACS illustrent l'&at dans lequel se retrouvent les cellules des divers echantillons recoltes 
durant 1'experimentation. 
En ce qui concerne l'experience d'arret et de relachement a 37°C effectuee 
avec la souche II-3a (cdcl3-lts, RAD9) illustre a la figure 20, la presence d'un signal 
correspondant a de l'ADN simple brin telomerique est retrouve tel qu'anticipe 
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(Garvik et al, 1995). Ce gel, tel le precedent, comporte le controle d'ADN simple 
brin et double brin ainsi que l'ADN d'une souche kuA (piste 2 et 3 respectivement). 
De plus, un echantillon d'ADN ayant ete preleve de la culture synchronisee avant 
qu'elle ne soit exposee a temperature restrictive est aussi inclus (piste 4). Une 
denaturation de ce gel a ete effectuee afin de reveler la presence d'ADN dans chacune 
des pistes (piste 4 a 13, gel denature et hybride CA5.2). Des profils FACS sont aussi 
presents pour demontrer que 1'arret en Gl a bien ete effectue (profil S) et que, suite au 
relachement, les cellules sortent de la phase Gl pour reprendre le cycle cellulaire. 
Dans le cas present, un passage dans la phase S s'effectue apres 30 minutes a 
temperature restrictive (profil 30 min et 45 min) suivi d'un arret en phase G2 
maintenu durant le restant de l'experience, tel qu'attendu lors de l'exposition a 
temperature restrictive d'une souche portant Pallele cdcl3-lts (profil 60 min, 75 min, 
90 min, 105 min, 120 min et 135 min) (Garvik et al, 1995). Cette experience revele 
une faible presence de signal d'ADN simple brin telomerique, avant l'exposition a 
temperature restrictive, pour une culture arretee en Gl tel qu'observee anterieurement 
(Vodenicharov et Wellinger, 2006). Par contre, il est possible de remarquer, 
qualitativement, que la presence d'ADN simple brin telomerique semble augmenter 
considerablement suite a une exposition a temperature restrictive (pistes 4 a 13). 
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Figure 20 : Experience qualitative d'arret et de relachement a 37°C effectuee avec une souche 
cdcl3-f, RAD9. 
Hybridation dans le gel des Echantillons recolt6s pour une souche de type sauvage avec une sonde CA5. 
2 sp^cifique au simple brin telbm6rique ainsi que le gel denature correspondant hybrids avec la meme 
sonde. Les pistes 1 et 14 represented le marqueur de poids moleculaire. Le controle d'ADN simple 
brin et double brin est present a la piste 2 ainsi que le controle d'ADN provenant d'une souche kuA a la 
piste 3. L'6chantillon d'ADN de cellules synchronisers en Gl, non relach^es, et n'ayant pas 6t6 
incubees a 37°C est present a la piste 4. Les pistes 5 a 13 represented les echantillons r^coltes suite au 
relachement a 37°C pour un temps d'exposition de 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105. 120 et 135 minutes. Les 
profils FACS illustrent l'etat dans lequel se retrouvent les cellules des divers echantillons r^coltes 
durant 1'experimentation. 
Lorsque cette experience est effectuee avec la souche I-17a (cdcl3-l,s, rad9A), 
une accumulation d'ADN simple brin telomerique est aussi presente (figure 21). Ce 
gel comporte toujours les controles habituels (controle sb + db et kuA, piste 2 et 3 
respectivement) et est accompagne des profils FACS obtenus pour tous les 
echantillons preleves. Ces profils FACS revelent une accumulation des cellules dans 
la phase Gl pour l'echantillon synchronise (profil S), tel qu'attendu, ainsi qu'une 
reprise du cycle cellulaire lorsque les cellules sont relachees. En fait, un premier 
passage dans la phase S est effectue apres 30 minutes (profil 30 min), suivi d'un 
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passage en phase G2 (profils 45 min, 60 min et 75 min), d'un second passage en 
phase S (profil 90 min, 105 min et 120 min) et finalement, d'un retour en phase G2 
(profil 135). De plus, la version denaturee de ce gel hybridee avec la meme sonde est 
incluse afin de reveler la presence d'ADN dans chacune des pistes (piste 4 a 13, gel 
denature et hybride CA5.2). L'experience effectuee avec cette souche revele aussi une 
faible quantite d'ADN telomerique simple brin pour l'echantillon arrete dans la phase 
Gl et n'ayant jamais ete expose a temperature restrictive (piste 4). Par contre, de 
facon qualitative, la quantite d'ADN simple brin telomerique detectee semble 
augmenter, dans ce cas aussi, lorsque la culture est relachee dans le cycle cellulaire a 
temperature restrictive (pistes 5 a 13). 
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Figure 21 : Experience qualitative d'arrSt et de rel&chement a 37°C effectuee avec une souche 
cdcl3-lts,rad9A 
Hybridation dans le gel des 6chantillons recoltes pour une souche de type sauvage avec une sonde CA5. 
2 specifique au simple brin telomerique ainsi que le gel denature^ correspondant hybrid^ avec la m&ne 
sonde. Les pistes 1 et 14 represented le marqueur de poids mol6culaire. Le controle d'ADN simple 
brin et double brin est present a la piste 2 ainsi que le contr61e d'ADN provenant d'une souche kuA a la 
piste 3. L'echantillon d'ADN de cellules synchronisers en Gl, non relachees, et n'ayant pas ete 
incub6es a 37°C est present a la piste 4. Les pistes 5 a 13 representent les echantillons recolt6s suite au 
relachement a 37°C pour un temps d'exposition de 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105. 120 et 135 minutes. Les 
profils FACS illustrent P6tat dans lequel se retrouvent les cellules des divers Echantillons r6colt6s 
durant Pexperimentation. 
Suite a l'obtention de ces donnees, il apparaissait interessant d'effectuer une 
quantification du signal simple brin telomerique retrouve en fonction de chacune des 
souches utilisees afin de verifier la potentialite d'une variation intrigante. Des lors, 
d'autres experiences ont ete effectuees et les resultats ont ete reveles a l'aide de 
cassettes de phosphore et quantifies tel que decrit dans la partie « Materiels et 
Methodes ». 
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En ce qui concerne la souche 5c (CDC13), l'experience d'arret et relachement 
a 37°C illustre a la figure 22 revele encore qu'un faible signal d'ADN simple brin. 
Celle-ci a ete faite en presence des memes controles specifiques que precedemment: 
de l'ADN provenant d'une souche kuA ainsi que le controle d'ADN simple brin et 
double brin (pistes 2 et 3). L'ADN d'un echantillon de la culture synchronised en Gl 
etant toujours demeure a 23°C est aussi present sur le gel a la piste 4. Quant aux 
profils FACS, ils sont presents encore ici afin de prouver que la culture est bien 
arretee dans la phase Gl du cycle cellulaire au debut de 1'experience ainsi que pour 
suivre revolution des cellules dans le cycle cellulaire lors du relachement a 37°C. 
Ainsi, il est possible de constater que la grande majorite des cellules se situe dans la 
phase Gl du cycle cellulaire dans 1'echantillon preleve avant le relachement des 
cellules* tel qu'attendu (profil S). Par la suite, un premier passage des cellules en 
phase S s'effectue apres 30 minutes d'incubation (profils 30 min et 45 min), suivi 
d'un passage en G2 a 60 minutes (profils 60 min et 75 min). Finalement, un second 
passage en phase S est observe apres 90 minutes (profils 90 min et 105 min) suivi 
d'un passage en G2 (profils 120 min et 135 min). Par contre, dans ce cas, aucune 
quantification n'a pu etre effectuee due a une grande perte d'ADN suite au transfert 
du gel sur membrane. 
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Figure 22 : Experience quantitative d'arrSt et de relachement a 37°C effectuee avec une souche 
CDC13. 
Hybridation dans le gel des echantillons recoltes pour une souche de type sauvage avec une sonde 
CA5.2 specifique au simple brin telomerique. Les pistes 1 et 14 represented le marqueur de poids 
moleculaire. Le controle d'ADN provenant d'une souche kuA est present a la piste 2 ainsi que le 
contr61e d'ADN simple brin et double brin a la piste 3. L'^chantillon d'ADN de cellules synchronisers 
en Gl, non relieves, et n'ayant pas 6te incubees a 37°C est present a la piste 4. Les pistes 5 a 13 
repr^sentent les Echantillons recoltes suite au relSchement a 37°C pour un temps d'exposition de 15, 30, 
45, 60, 75, 90, 105. 120 et 135 minutes. Les profils FACS illustrent l'etat dans lequel se retrouvent les 
cellules des divers echantillons recoltes durant l'experimentation. 
Quant a la souche II-3a (cdcl3-lts, RAD9), l'experience effectuee en presence 
des controles habituels (pistes 2 et 3, figure 23) revele la presence d'un signal 
correspondant a de l'ADN simple brin telomerique tel qu'observe prealablement. 
Effectivement, pour rechantillon preleve avant l'exposition a temperature restrictive 
de la culture arretee en Gl (piste 4), un signal d'ADN simple brin telomerique faible 
est aussi present et celui-ci semble augmenter lorsque la culture est relachee et quitte 
la phase Gl pour reprendre le cycle cellulaire (pistes 5 a 13). En fait, la quantification 
de ce gel d6montre une augmentation de la quantite d'ADN simple brin telomerique 
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qui s'intensifie en fonction du temps d'exposition a 37°C (figure 24). Les profils 
FACS, quant a eux, prouvent encore ici que la grande majorite des cellules de la 
culture initiale se retrouvent en Gl avant d'etre relachee a temperature restrictive 
(profil S). Suite au relachement, les cellules font un premier passage en phase S apres 
30 minutes (profils 30 min et 45 min) et restent subsequemment bloquees en phase G2 
du cycle cellulaire (profils 60 min, 75 min, 90 min, 105 min, 120 min et 135 min). 
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Figure 23 : Experience quantitative d'arret et de relSchement a 37°C effectuee avec une souche 
cdcl3-l's, RAD9. 
Hybridation dans le gel des echantillons recoltes pour une souche comportant 1'allele thermosensible 
cdcl3-l's mais pour laquelle la proteine Rad9p est presente ainsi que le gel denature correspondant, le 
tout hybride avec une sonde CA5.2 sp6cifique au simple brin telomerique. Les pistes 1 et 14 
represented le marqueur de poids moleculaire. Le controle d'ADN simple brin et double brin est 
present a la piste 2 ainsi que le controle d'ADN provenant d'une souche kuA a la piste 3. L'echantillon 
d'ADN de cellules synchronisees en Gl, non relSchees, et n'ayant pas ete incubees a temperature 
restrictive est present a la piste 4. Les pistes 5 a 13 representent les echantillons recoltes suite au 
relachement a 37°C pour un temps d'exposition de 15, 30,45, 60, 75, 90, 105. 120 et 135 minutes. Les 
profils FACS illustrent l'etat dans lequel se retrouvent les cellules des divers echantillons recoltes 
durant 1'experimentation. 
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Figure 24 : Evolution du signal simple brin obtenu lors de ('experience d'arret et de relachement 
a 37°C effectuie avec une souche cdcl3-la, RAD9. 
Ce graphique represente le rapport d'intensity du signal obtenu lors de la quantification du signal 
simple brin r6v616 par hybridation dans le gel en fonction du temps d'exposition a temperature 
restrictive (de 15 a 135 minutes) pour une souche comportant Pallele cdcl3-l's et une proteine Rad9p 
de type sauvage. Cette quantification a etc" effectuee tel que sp6cifi6e dans la partie « Mat^riels et 
m6thodes ». 
Finalement, deux experiences independantes avec quantification effectuees a 
l'aide de la souche I-17a {cdcl3-lts, rad9A) demontrent qu'une accumulation d'ADN 
simple brin telomerique est aussi presente dans ce cas (figure 25). Ce gel, comportant 
toujours les controles habituels (pistes 2 et 3), presente un faible signal d'ADN simple 
brin telomerique pour l'echantillon synchronise dans la phase Gl et n'ayant jamais ete 
expose a temperature restrictive (piste 4), tel qu'observe lors de l'essai qualitatif. De 
plus, l'intensite du signal d'ADN simple brin telomerique detecte semble aussi 
augmentee lorsque la culture est relachee dans le cycle cellulaire a temperature 
restrictive (pistes 5 a 13). D'ailleurs, la quantification de ces deux experiences, 
illustree a la figure 26, demontre bien la presence d'une augmentation de signal. Plus 
en details : une augmentation de la quantite d'ADN simple brin telomerique est 
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observee apres 30 minutes a temperature restrictive, suivie d'une diminution a 90 
minutes et d'une seconde augmentation du signal jusqu'a la fin de l'echantillonnage. 
En se rapportant aux profils FACS, qui demontrent encore que la culture est 
initialement arretee en Gl (profil S) et que lorsque 1'arret est relache les cellules 
sortent de la phase Gl et reprennent le cycle cellulaire, il est possible de constater que 
la premiere augmentation d'ADN simple brin telomerique survient a la suite du 
premier passage en phase S de la culture (profils 30 min et 45 min). La diminution de 
signal notee a 90 minutes correspond, quand a elle, au second passage des cellules 
dans la phase S (profils 90 min et 105 min) et la seconde augmentation advient suite a 
ce seconde passage en phase S. 
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Figure 25 : Experience quantitative d'arret et de relachement a 37°C effectuee avec une souche 
cdcU-f, rad9A. 
Hybridation dans le gel des 6chantillons recoltes, pour une souche comportant l'allele thermosensible 
cdcl3-l's et pour laquelle la proline Rad9p est absente, hybride avec une sonde CA5.2 specifique au 
simple brin telome>ique ainsi que le gel denature" correspondant hybrid^, quant a lui, avec une sonde 
CEN IV. Les pistes 1 et 14 represented le marqueur de poids mol6culaire. Le contrdle d'ADN simple 
brin et double brin est present a la piste 2 ainsi que le controle d'ADN provenant d'une souche kuA a la 
piste 3. L'^chantillon d'ADN de cellules synchronisees en Gl, non relacWes, et n'ayant pas ete 
incubees a temperature restrictive est present a la piste 4. Les pistes 5 a 13 represented les exhantillons 
r6colt6s suite au relachement a 37°C pour un temps d'exposition de 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105. 120 et 
135 minutes. Les profils FACS illustrent l'etat dans lequel se retrouvent les cellules des divers 
6chantillons recoltes durant 1'experimentation. 
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Figure 26: Evolution du signal simple brin obtenu lors de deux experiences independantes 
d'arrSt et de relachement a 37°C elfectu6e avec une souche afc/i-i", rad9A. 
Ce graphique represente le rapport d'intensity du signal obtenu lors de la quantification du signal 
simple brin r€\€\& par hybridation dans le gel en fonction du temps d'exposition a temperature 
restrictive (de 15 a 135 minutes) pour une souche comportant l'allele cdcH-l^ et une proline Rad9p 
absente et ce, pour deux experiences s^par^es. La quantification a &e" effectu^e tel que specified dans la 
partie « Mat^riels et m^thodes ». 
ETUDE DE L'EVOLUTION DE LA PROTEINE Cdcl3-lp A TEMPERATURE 
RESTRICTIVE 
En mars 2005, une etude demontrant que certaines proteines comportant une 
mutation thermosensible etaient degradees lorsqu'exposees a une temperature 
restrictive etait publiee (Gardner et al, 2005). En fait, cette degradation est 
dependante d'un systeme de controle de la qualite des proteines dans lequel la 
proteine Sanlp est impliquee. Sanlp est une proteine ubiquitine ligase qui, en 
complexe avec deux autres proteines (Cdc34p et Ubclp), assure la degradation des 
proteines aberrantes en les ubitiquinant (Gardner et al, 2005). Des lors, la proteine 
ubitiquinee est reconnue par le proteasome et est degradee (Gardner et al, 2005). 
Cette etude demontre; par des immunobuvardages de type western, que la proteine 
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Cdcl3-lp est degradee lorsqu'elle est incubee a temperature restrictive de fagon 
dependante de la presence de Sanlp (figure I dans 1'article (Gardner et al, 2005). II 
est a noter que cet essai est effectue en presence de cycloheximide, une drogue 
empechant le renouvellement des proteines (Gardner et al, 1998). Considerant que, 
lors des essais d'arret et de relachement a 37°C, des souches portant l'allele cdcl3-lts 
ont ete utilisees a temperature restrictive, des immunobuvardage de type western ont 
ete effectues afin de confirmer que les phenotypes observes n'etaient pas provoques 
par la degradation de la proteine Cdcl3-lp, mais bien par la perte de fonction de 
protection des telomeres de celle-ci. 
Tout d'abord, des immunobuvardages de type western ont ete effectues sur 
une souche de type sauvage cyclant normalement ainsi qu'arretee dans differentes 
phases du cycle cellulaire, soit Gl, S et G2/M (figure 27-A, 27-B, 27-C et 27-D 
respectivement). Des profils FACS ont aussi ete effectues afin de demontrer que la 
culture se comportait bien comme prevu. Les quantifications presentees ici sont une 
moyenne de deux essais independants et ont ete calculees tel que specifie dans la 
section « Materiels et methodes » (panneaux A, B, C et D). Celles-ci sont, de plus, 
presentees sous forme d'un histogramme (panneau E), ou l'ecart-type est inclus, afin 
de faciliter la comparaison. Par contre, comme ces essais n'ont pas ete effectues trois 
fois, seules les differences de plus de 50% comportant un petit ecart-type seront 
considerees significatives. Premierement, en ce qui concerne une culture de type 
sauvage dont les cellules cyclent normalement, il est possible de constater que la 
quantite de proteines Cdcl3p presente ne change pas beaucoup et ce, meme suite a 
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une incubation a 37°C pendant 3 heures. En se rapportant aux quantifications, seule 
une legere diminution semble subvenir apres 3 heures (panneau A). En fait, celle-ci 
passe de 1 a 0.93 apres 1 heure pour finalement etre a 0.72 apres 3 heures (panneau 
A). Mais cette diminution etant en deca de 50%, elle n'est pas considered 
significative ( • AS, panneau E). Le profil FACS inclus provient d'un echantillon de 
cellules preleve apres 3 heures d'incubation et vient demontrer que cette culture etait 
bien asynchrone (panneau A). Dans le cas d'un arret dans la phase Gl du cycle 
cellulaire (panneau B), la moyenne des quantifications effectuees sur deux 
experiences independantes revele une petite variation, puisque celle-ci passe de 0.66 
pour une culture n'ayant jamais ete incubee a 37°C a 0.43 suite a 1 heure d'incubation 
pour finalement atteindre 0.55 apres 3 heures a 37°C. Mais, lorsque l'ecart-type est 
considere, cette variation n'est pas significative ( • Gl, panneau E). Une comparaison 
effectuee entre ces resultats et ceux obtenus pour une culture asynchrone pourrait 
laisser paraitre une diminution de la quantite de proteine Cdcl3p observee suite a un 
arret en Gl ( • AS versus • Gl a 0 heure d'incubation a 37°C sur le panneau E). Bien 
que l'ecart-type soit relativement petit, cette variation ne sera pas considered 
significative puisque la difference n'est que de 34%. Dans ce cas, le profil FACS 
d'un echantillon de cellules preleve suite a 3 heures d'incubation a 37°C a aussi ete 
inclus afin d'illustrer que les cellules etaient encore bien arretees en Gl. Pour une 
culture arretee en phase S du cycle cellulaire, aucune difference significative en terme 
de quantite de proteine Cdcl3p n'est remarquee dans le temps ( • S, panneau E). En 
fait, malgre que les quantifications soit de 0.97, 0.60 et 0.60 pour une culture arretee 
n'ayant jamais ete incubee a 37°C, incubee 1 heure et incubee 3 heures 
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respectivement, cette diminution n'est pas significative (panneau C). De plus, en 
comparant la quantification obtenue suite a une incubation d'une heure a 37°C pour 
cette culture en fonction de la culture asynchrone, une possible legere diminution de 
la quantite de proteine Cdcl3p est observee ( • AS versus • S a 1 heure d'incubation, 
panneau E). Par contre, cette difference n'est pas considered significative puisqu'elle 
n'est que de 35% et de plus elle n'est plus presente dans l'echantillon ayant ete 
preleve apres 3 heures a 37°C ( • AS versus • S a 3 heures d'incubation, panneau E). 
Dans ce cas, deux profils FACS sont presentes puisqu'a la troisieme heure 
d'incubation les cellules ont debute un passage en G2 (panneau C). Alors, le profil 
d'un echantillon preleve suite a 1 heure d'exposition a 37°C a ete inclus afin de 
demontrer que cette culture avait bien ete synchroniser. De plus, puisque les cellules 
n'en etaient qu'au debut de leur passage en G2, cet ecart n'a pas 6te considere. 
Finalement, lorsque la culture est arretee en phase G2 du cycle cellulaire, la quantite 
globale de proteines Cdcl3p presente ne subit pas difference significative au fil de 
l'experience ( • G2, panneau E). Les quantifications effectuees suite a deux 
experiences independantes indiquent, en fait, un passage de 0.86 a 0.71 suite a 1 heure 
d'incubation et a 0.73 suite a 3 heures mais l'ecart entre ces valeurs n'est pas 
significatif (panneau D). De plus, une tres legere diminution de la quantite de 
proteines Cdcl3p semble apparaitre dans la culture arretee dans la phase G2 du cycle 
cellulaire comparativement a celle retrouvee dans une culture asynchrone lorsque 
celles-ci n'ont pas encore ete exposees a 37°C ( • AS versus • G2 a 0 heure 
d'incubation, panneau E. Par contre, elle est non-significative (seulement 24% de 
difference) et de plus, cet ecart n'est pas present dans les autres echantillons. Le 
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profil FACS des cellules, apres une incubation de 3 heures a 37°C, vient encore ici 
prouver que les cellules sont demeurees arretees dans la phase desiree, soit la phase 
G2, durant toute 1'experience (panneau D). En somme, pour une souche de type 
sauvage, aucune variation significative de la quantite de proteines Cdcl3p n'est 
observee. 
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Figure 27 : Quantite de proteine Cdcl3p retrouvSe dans une souche de levure de type sauvage 
lors d'une incubation a 37°C dans differentes conditions. 
Immunobuvardages de type western effectu6s contre P6tiquette myc de la proline Cdcl3p sur une 
souche de levure de type sauvage exposed a une temperature de 37°C pendant 0, 1 et 3 heures. 
L'^ chantillon ayant €t€ expose 0 heures a 37°C a 6t6 pr61ev6 lorsque la culture £tait encore incub^e a 
23°C. Ces immunobuvardage illustrent la quantity de proline Cdcl3p retrouv6e lorsque la culture 
cycle normalement (panneau A), lorsqu'elle est arretee dans la phase Gldu cycle cellulaire (panneau 
B), dans la phase S (panneau C) ainsi que dans la phase G2 (panneau D). La quantification a 6t6 
effectu^e tel que sp6cifi£ dans la section « MateYiels et m6thodes ». Cette quantification a &6 rapportee 
aussi sous la forme d'un histogramme representant le rapport d'intensit6 du signal en fonction du 
nombre d'heures d'incubation a 37°C pour chacune des conditions experimentales etudtees: soit pour 
une culture asynchrone (bleu), pour une culture arrSt6e dans la phase Gl du cycle cellulaire (rouge), 
dans la phase S (vert) et dans la phase G2 (violet) (panneau E). 
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Ces memes immunobuvardages ont aussi ete effectues a l'aide d'une souche 
portant l'allele cdcl3-lts. Les quantifications indiquees dans la figure 28 sont aussi 
une moyenne de deux experiences independantes et ont ete effectuees tel que decrit 
dans la section « Materiels et methodes ». Elles ont, encore ici, ete comptabilisees 
sous la forme d'un histogramme ou les ecarts-types sont inclus afin de faciliter 
l'analyse. De plus, considerant toujours que les essais n'ont pas ete faits trois fois, 
seule une difference de plus de 50% comportant un petit ecart-type sera considere 
significative. Tout d'abord, les resultats obtenus avec la culture cyclant normalement 
ne ressemblent pas a ceux obtenus par le groupe de Daniel E. Gottschling (Gardner et 
al, 2005) (figure 28-A). II est a noter que la cycloheximide n'a pas ete ajoute aux 
cultures afin de demeurer constant dans nos conditions experimentales et de ne pas 
empecher le renouvellement des proteines. En fait, malgre que la quantification des 
resultats semble illustrer une legere augmentation de la quantite de proteines Cdcl3-
lp presente apres une incubation de 3 heures a temperature restrictive (panneau A), 
celle-ci n'est pas significative lorsque 1'ecart-type est considere ( • AS, panneau E). 
Les quantifications passent de 1 pour une culture n'ayant jamais ete exposee a la 
temperature restrictive a 0.90 pour une culture ayant ete incubee 1 heure a 37°C et, 
finalement, a 1.74 pour une culture ayant passe 3 heures a temperature restrictive 
(panneau A). Des profils FACS accompagnent aussi ces resultats afin de prouver que 
les cellules sont demeurees dans le contexte voulu durant toute 1'experience. Dans le 
cas present, il est possible de remarquer que les cellules cyclent toujours normalement 
apres 3 heures. En ce qui concerne une culture arretee en phase Gl du cycle 
eellulaire, une diminution de la quantite de proteine Cdcl3-lp est observee ( • Gl, 
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panneau E). En fait, les rapports d'intensite de la proteine passent de 0.53 pour une 
culture arretee en Gl mais etant toujours demeuree a temperature permissive a 0.28 
pour une culture incubee a temperature restrictive pendant 1 heure et a 0.08 pour une 
culture incubee 3 heures (panneau B). Par consequent, cette difference est 
significative puisqu'elle correspond a une diminution de 85% et que les ecarts-types 
calcules corroborent cette divergence ( • Gl, panneau E). Cette diminution est aussi 
significative par rapport a la quantite de proteines Cdcl3-lp retrouvees dans une 
souche dont les cellules ne sont pas arretees dans le cycle cellulaire ( • AS versus • 
Gl, panneau E). De plus, le profil FACS illustre que cette difference est reellement 
attribuable a un arret en Gl, puisqu'a la suite d'une incubation de 3 heures a 
temperature restrictive, les cellules sont toujours bien arretees. Lors d'un arret en 
phase S du cycle cellulaire, une situation similaire est observee. En fait, tel 
qu'indique sur le panneau C de la figure 28, le rapport d'intensite est de 0.83 pour une 
culture ayant toujours demeuree a temperature permissive et passe de 0.68 a 0.40 pour 
une culture arretee en S mais ayant ete incubee a temperature restrictive pour 1 et 3 
heures respectivement. Une difference de 52% est alors presente entre Pechantillon 
ayant ete preleve en conditions permissives et celui a la suite d'une incubation de 3 
heures a 37°C. De plus, en considerant les ecarts-types illustres au panneau E ( • S), 
cette diminution s'avere significative et elle Test aussi lorsque les donnees sont 
comparees avec celles recoltees pour la culture asynchrone (D AS versus • S, panneau 
E). Le profil FACS du panneau C demontre que les cellules sont bien demeurees dans 
la phase S durant toute 1'experimentation. Finalement, dans le cas d'un allele cdcl3-
lts arrete dans la phase G2 du cycle cellulaire, aucun changement significatif n'est 
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note. Globalement, une variation de 39 % est presente, ce qui est en bas du seuil pour 
lequel une difference est significative (panneau C) et d'ailleurs un grand ecart dans les 
donnees recoltees est observe ( • G2, panneau E). Plus en details, il est possible de 
constater un rapport d'intensite de 0.92 lorsque la culture n'a pas encore ete incubee a 
37°C (panneau D). Lorsque celle-ci est transferee a temperature restrictive, un 
rapport d'intensite de 1.51 est obtenu suite a une incubation d'une heure et de 0.96 
pour une exposition de 3 heures (panneau D). Le profil FACS confirme ici aussi que 
les cellules sont demeurees dans les conditions requises, soit dans la phase G2, durant 
le temps necessaire a 1'experience. En somme, pour une souche cdcl3-l's, deux 
diminutions significatives de la proteine Cdcl3-lp peuvent etre observees lors d'une 
exposition a temperature restrictive: la premiere lorsque les cellules sont arretees en 
Gl et la seconde lors d'un arret dans la phase S (panneau B et C, • Gl et • S, 
panneau E). 
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Figure 28: Quantite de proteine Cdcl3-lp retrouvee dans une souche de levure comportant 
1'allele «fc/J-/ft lors d'une incubation a 37°C dans differentes conditions. 
Immunobuvardages de type western effectues contre l'&iquette myc de la protiine Cdcl3-lp sur une 
souche de levure poss&iant un allele thermosensible de la proline Cdcl3p exposed a temperature 
restrictive pendant 0, l et 3 heures. L'dchantillon ayant 6t6 expose 0 heures a 37°C a 6t& pr61ev6 
lprsque la culture etait encore incubee a 23 °C, soit a temperature permissive. Ces immunobuvardage 
illustrent la quantity de proteine Cdc 13-lp retrouvee lorsque la culture cycle normalement (panneau A), 
lorsqu'elle est arrdtie dans la phase Gl du cycle cellulaire (panneau B), dans la phase S (panneau C) 
ainsi que dans la phase G2/M (panneau D). La quantification a 6t6 effectu£e telle que d£crite dans la 
section « MateYiels et m&hodes ». Cette quantification a eti rappoitie aussi sous la forme d'un 
histogramme representant le rapport d'intensiti du signal en fonction du nombre d'heures d'incubation 
a 37°C pour chacune des conditions exp£rimentales etudtees : soit pour une culture asynchrone (jaune), 
pour une culture arretie dans la phase Gl du cycle cellulaire (rouge), dans la phase S (vert) et dans la 
phase G2 (violet) (panneau E). 
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Finalement, afin de verifier s'il existe une difference significative entre la 
quantite de proteine Cdcl3p et Cdcl3-lp retrouvee dans une culture cyclant 
normalement, une comparaison a ete effectuee a la figure 29. Malgre que les valeurs 
de quantification indiquent une plus grande quantite de proteine Cdcl3-lp apres 3 
heures d'incubation a 37°C comparativement a la proteine Cdcl3p (1.74 et 0.72 
respectivement), il appert qu'en considerant l'ecart-type cette variation soit non-
significative (panneau C). Done, aucune difference significative n'est observee entre 
la quantite retrouvee de chacune de ces deux proteines lorsque la culture est 
asynchrone. 
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Figure 29 : Quantite de proteine Cdcl3p et Cdcl3-lp retrouv£e dans une souche de levure 
asynchrone comportant ou non l'ailele cdcl3-lts lors d'une incubation a 37°C pendant 3 heures. 
A) Immunobuvardage de type western effectu£ contre l'6tiquette myc de la proline Cdcl3p sur une 
souche de levure de type sauvage exposed a 37°C pendant 0, 1 et 3 heures. L'^ chantillon ayant &e" 
expose 0 heures a 37°C a €t€ preleve" lorsque la culture etait encore incubde a 23°C. Cet 
immunobuvardage illustre la quantite de proline Cdcl3p retrouv6e lorsque la culture cycle 
normalement. B) Immunobuvardage de type western effectue" contre l'etiquette myc de la proline 
Cdcl3-lp sur une souche de levure comportant l'ailele thermosensible cdc!3-l's exposed a temperature 
restrictive pendant 0, 1 et 3 heures. L'6chantillon ayant 6t6 expose" 0 heures a 37°C a tit pr61ev6 
lorsque la culture &ait encore incub6e a 23°C, soit a temperature permissive. Cet immunobuvardage 
illustre la quantite" de proline Cdcl3-lp retrouv^e lorsque la culture cycle normalement. C) 
Histogramme repr£sentant le rapport d'intensity du signal en fonction du nombre d'heures d'incubation 
a 37°C pour les prolines Cdcl3p (bleu) et Cdcl3-lp (jaune). La quantification a &e" effectu£e telle 
que d^crite dans la section « Matiriels et m&hodes ». 
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CHAPITREII 
Determination de la structure secondaire de la region pseudonoeud de TARN de la 
telomerase chez S. cerevisae. 
Preambule 
Des etudes anterieures effectuees par le Dr. Alain Dandjinou sur l'ARN de la 
telomerase chez 5. cerevisae supportent l'existence d'un pseudonoeud dans la region 
de liaison de la sous-unite catalytique de la telomerase (Dandjinou et al, 2004). Par 
contre, la structure detaillee de ce pseudonceud n'est pas encore connue. Des lors, des 
etudes biochimiques et structurales ont ete entreprises afin que les connaissances 
concernant cette region de l'ARN TLC1 soient approfondies. 
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II.I MATERIELS ET METHODES 
Souches utilisees et constructions 
Dans le cadre de cette etude, quatres souches de levure ont ete utilisees; leur 
description complete est detaillee dans le tableau 2. En conditions experimentales, 
ces souches ont ete cultivees soit dans un milieu riche de type YEP + 2% glucose ou 
dans un milieu synthetique de type Yc-Ura + 2% glucose (0.17% Yeast nitrogen base 
sans acides aminees, 0.1% L-Acide glutamique, 0.12 % Drop-out mix, 0.002% 
adenine, 0.002% arginine, 0.002% histidine, 0.008% leucine, 0.006% lysine, 0.002% 
tryptophane, pH 6) lorsque celles-ci comportaient un plasmide avec un marqueur 
nutritionnel de selection URA3. Les cellules ont ete incubees soit a 30°C ou a 23°C 
pour permettre leur croissance. 
Tableau 2 : Description des differentes souches utilisees dans le cadre de cette 
etude. 
Souchc Genotype Qrigine 
MATa/MATtt, / / t / l : : / / . f ;2 77.r/," ~" " " . " ' 
YKF103 
CSHY76 ratl?2 I r.lRPI RAD52, aik>2 ttdi>2. uraXura3, Ieu2:leu2, .'J&fiftQflcii. 
hi\3 hi\3. trpl'lrpl r.'^."^^-.^--.-
MX Jo tmi3-52 adt'2-IQl Iys2-X()l lcu2-M trpl-Al his3- ^ X ^ & v T 
A200 CF* [TRP1 SLTl IJ Pra\-EST2 _ ~'mifitig& 
MATa/MATa. ProA-i:ST2 P.ST2. ilclA ::LKU2~fi.CL ' " 'S.-Z& 
YADI raU52 I ::TRP1 RAD52. adc2mdc2. ura3!ura3. Ieu2 leu2, 
liisJ his3. irpJ trpl 
TVI 2<i8 M A , a »ra3-52. adi'2-WJ. Iys2-S01, Icu2-Al, trpl-Al. his3- '- =";K, 
. \200. ( /• • / TRPI SL Tl 11 Friedman. 
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La construction mini-tlcl a ete effectuee dans le plasmide pVZl, duquel le site 
de clonage multiple a prealablement ete enleve. Ce clonage a ete fait en deux parties 
distinctes (figure 30-A). Les oligonucleotides utilises sont decrits dans le tableau 3 et 
la region selectionnee pour former le mini-tlcl est illustree a la figure 31. La premiere 
partie de ce clonage a implique la digestion de pVZl par 1'enzyme PvuII afin de 
lineariser le plasmide (figure 30-B) ainsi que Palignement par la temperature des deux 
oligonucleotides mini-tlcl part.l. Ensuite, ce premier insert a ete ligue au plasmide 
digere et les transformants positifs ont ete identifies par hybridation sur colonie et 
digestion enzymatique (voir protocole page 101). II est a noter que cette methode de 
selection a ete utilisee dans tous les clonages de cette etude. De plus, un site de 
restriction SnaBI a ete incorpore en 3' de Poligo tlcl parti, afin de re-lineariser le 
plasmide apres la premiere partie du clonage (aucun site de restriction SnaBI se 
retrouve dans pVZl normalement). De cette fagon, la seconde partie du clonage a pu 
etre integree directement a la suite de la premiere (figure 30-C). Le second insert a 
ete, quant a lui, cree par PCR. Les oligonucleotides mini-tlcl part.2 ont subit 5 cycles 
de PCR afin de permettre leur extension complete et, par la suite, deux petites 
amorces (sequence : 5'-GTA TAG AAA TGG TTT ATT CTA GTT TT-3' pour 
l'amorce sens et 5'-CCG GGT GCC TAC CAG-3' pour l'amorce antisens) ont ete 
ajoute au melange reactionnel afin d'amplifier l'insert. Cet insert a ensuite ete purifie 
sur gel d'agarose et ligue dans le plasmide prealablement linearise par digestion par 
SnaBI (figure 30-D). A noter qu'un site de restriction EcoRV et SnaBI ont ete 
introduits lors de la construction pour des manipulations subsequentes, mais n'ont pas 
ete utilises lors de cette etude. 
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Tableau 3 : Oligonucleotides utilises dans le cadre de la construction mini-tlcl. 
Construction Sens 
5'->37 
mini-tlcl part. 1 
3'->5* 
mini-tlcl part. 2 
s'-+y 
3'->5' 
Oligonucleotide 
5'-CTG TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA AGC CTA CCA TCA 
CCA CAC CCA CAC ACA AAT GTT ACA GCT AAT TGT TTA 
TTA GCT ACG TAT A-3' 
5'-TAT ACG TAG CTA ATA AAC AAT TAG CTG TAA CAT TTG 
TGT GTG GGT GTG GTG ATG GTA GGC TTC CCT ATA GTG 
AGTCGTATTACAG-3 . 
5'-GTA TAG AAA TGG TTT ATT CTA GTT TTT TCC GTT TTT 
TCA GTA GAT TTT TGC CTT TAA AAG AAT AAA TCC CAC 
TACAAAAA-3 
5'-CCG GGT GCC TAC CAG ATA TCG TGA ATA GAT TTT TTA 
TTT TAC CTT TTT GTA GTG GGA TTT ATT CTT TTA AAG 
GCA AAA ATC TAC-3 
Site de 
clonage 
multiple 
SnaBI 
Fragment 1 
PromoteurTT 
AmpR 
Fragment 2 
Fragment 1 
Promoteur T7 
AmpR 
AmpR 
Figure 30 : Description schematique du clonage de la construction mini-tlcl. 
(A) pVZl : plasmide pVZl de type sauvage dont les sites de restrictions PvuII situes de part et d'autre 
du site de clonage multiple sont illustr£s. (B) pVZl - site de clonage multiple : plasmide pVZl dont le 
site de clonage multiple a €t€ enleve" par digestion enzymatique a l'aide de l'enzyme PvuII. (C) pVZl 
+ Fragment 1 : insert forme" par les oligonucleotides mini-tlcl part. I clone" dans le vecteur pVZl 
pr6allablement dig6r6 PvuII. (D) pVZl + construction complete : insert cre£ par PCR a l'aide des 
oligonucleotides mini-tlcl part. 2 clone dans le vecteur pVZl + Fragment 1 dige>e SnaBI. 
91 
O
kn
ot
 
I 
1.1
 
i~
iv
c 
K
/.-
if-v
\ 
iv
b 
IV
a 
«
.-
B.
.:.
H.
-. 
111
 
IJ
-
 
"
 
"
-I 
itd
_i
 
:;n
:;j:
C'
.T 
nd
 
ik:
zz
i 
Ha
 
lib
 
lib
 
1 
He
 
Fi
gu
re
 
31
: 
Id
en
tif
ic
at
io
n
 
de
 
la
 
re
gi
on
 
se
le
ct
io
nn
£e
 
lo
rs
 
du
 
cl
on
ag
e 
du
 
m
in
i-t
lc
l. 
En
 
o
ra
n
ge
 
: 
la
 
re
gi
on
 
in
cl
us
e 
lo
rs
 
du
 
cl
on
ag
e 
H 
Vi
le
 
Vl
lb
 
„
.
W
""
V
lld
 
Vi
la
 
92
 
Les inserts des differentes constructions utilisees pour les essais de 
complementation ont ete effectues par PCR tel que decrit a la figure 32. A noter que les 
oligonucleotides proviennent de chez Integrated DNA Technologies (Coralville, Iowa, 
USA) et que la sequence des amorces d'amplification utilisees est: 5'-GGA CGT CAG 
GGA TCC TGA GTA TAT-3' pour l'amorce sens et 5'-TTA ATC TTA TCC CGG GAA 
TTT CAT CAG TAA-3' pour l'amorce antisens (voir la liste complete des 
oligonucleotides utilises decrit dans le tableau 4). Tel qu'illustre a la figure 32, 9 ou 10 
nucleotides supplementaires ont ete ajoutes en 5' des amorces d'amplification afin de 
garantir un clivage optimal par BamHI et Smal. Par la suite, les inserts ont ete ligues au 
plasmide pADCEN65 (description a la figure 33), prealablement digere BamHI et Pmel 
et purifie sur gel d'agarose, a l'aide de la T4 DNA ligase en suivant le protocole de la 
compagnie (USB, Cleveland, Ohio, USA). Cette digestion permet d'eliminer 
entierement la region de la liaison de la sous-unite catalytique de la telomerase a TLC1 et 
de la remplacer. Les differentes constructions effectuees sont illustrees a la figure 34; a 
noter que seule la region modifiee est illustree, le reste de la sequence demeure 
inchangee. Lorsque cette premiere serie de construction a ete terminee, les inserts ont ete 
sorti du plasmide pADCEN65 par digestion avec BsrGI et Afl II et purifies sur gel 
d'agarose pour etre ensuite clones dans pRS316-T7-TLCl (description a la figure 32) 
prealablement digere par les memes enzymes et purifie sur gel d'agarose. Ces 
constructions ont ete effectuees pour permettre la transcription de l'ARN modifie et leur 
analyse par cartographie par des Rnases. 
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5'-
3'l 
13' Oligonucleotides specifiques 
"5' g ia construction desiree 
Segment complementaire 
d' environ 40 nucleotides 
5 cycles de PCR 
I H I I I I I I I H I I H ] LDJ 
Ajout des amorces d'amplification 
-3', 
5'- 3" 
Site de restriction Smal ^jy*' 
Nucleotides 
supple mentaires 
Nucleotides 
supplementaires 
5' 
3", •5 ' 
Site de restriction BamHI 
30 cycles de PCR 
Smal 
] |', Produit majoritaire 
BamHI 
Digestion (Smal/BamHI) et 
purification du gel d'agarose 
. c. Insert prM a Stm clone 
J 3" danspADCEN65 
Figure 32: Description schematique de la creation des insert utilised lors du clonage dans le plasmide 
pADCEN65. 
500 ng de chacun des oligonucleotides, ayant une region complementaire d'environ 40 nucleotides, sont 
alignds et leurs extremites 3' est compl&ee par PCR (5 cycles). Ensuite, 200 ng de chacune des amorces 
d'amplification est ajoute" et 30 cycles de PCR sont effectors. Le fragment produit par PCR est alors dig£re 
par les enzymes de restrictions BamHI et Smal et ensuite purifie" sur gel d'agarose. Finalement, Pinsert 
requis est complete et prSt a £tre clone dans le plasmide pADCEN65. 
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Tableau 4 
llcl RMN 47m 
tlcl RMN h7nl 
llcl RMN 47-4A 
tlcJ RMN 47shb 
llcl RMN47TsU 
Oligonucleotides utilises lors de la construction des differentes versions 
de TLC1 utilisees. 
Oligonucleotide. . ; . . 
5"-GGA TCC TCiA GTA TAT GTTTUGCGTTTPTtT'AGT 
ACiA rrr ire * AAA A-TA A*&A#JHP*^ •--: w-wva-**^^ 
S'-CCC GGG AAT ITC ATC AGT AAG TTCAGOTiKA ATA 
GAT rrr ITA rrr TGA A M A T £ T A B - K S A , I i ^ 3 Q 6 C ' 
GG-31 . •. \ '..U:..-,-... -•••• 
Sens 
5'->3" 
y >5" 
^ 1 
>? 
5'->3" 
3'-->5" 
5'--->3' 
5'- *3 ' 
y >y 
5-GGA TCC TGA GTA.TAT ATA GMATfiG/Tr;.Sje.^ffT. 
rrr rrc AGT AGA T I T TTQ CCT&A*&t>&%A&JiM}-
G I - 3 ' .• ^ • • r / . v - . . . * . i - . . . . •:•••• 
5-CCC GGG AAT ITC Al'C AGT AAGTTC AG&TG^ATA 
G A T r r r TAC: e r r I T T G I T TAA-i\GG^CAA/AAA'TCT 
ACTGAAAA-3]_ . . •-«/•... ... ~-~"-'---""=»*i£^ jEsl-^ i.—~*"1" 
'5'-GGA TCC TGA GTA T A f i i T T ^ l T d ^ S f ^ t J r ^ ^ ^ T " 
AGA TIT TTCITA AAA AAT C T A T T C V ^ C A X T S 1 '• 
5'CCC GGG AAT TTC ATC AGT AAGTTG AG/T-.GSATAG.. 
ATT I l'l TAA GAAAAATCTACTGAA &&$"'*"' 
5-GGA TCC TGA GTA TAT"GTTITC CST>TTTTC AGT 
AGA TTT ITC CCT CCT A A A ^ A A T J T A J a B ^ i i . „, ,-<*' 
5-CCC GGG AAT ITC ATC A G T A A G T i e A S p l p A T A G ' 
ATI TIT AGG AGO GAA AAATiCT ACT^SSX«A.ACfi-
G-.r ^ :_/.. T ' :-^ '- .;.. 
5-GGA TCr"TGA GTXHf AT%rT TTT TCC GTTHfTT TCA" 
GTA GAT ITI" TCA AAA TAA AAA ATC.TA-3'" . ... 
5-CCC GGG AAT TTC ATC AGT AAG TTC AGT GAA TAG 
ATT rrr TAT TIT GAA AAA TCT ACPGAA AAA ACG G-
llcl RMN47-GUU 
y^y 
y~>y 
5-c.ciA rex: IGA GIA TAT ITC CGTTIT TTCAGT AGA 
rrr n c. AAA AT A AAA AAT ei=3' .:.«.: 
5-CCC GGG AAT TTC ATC. AGT AAG TTC AGT GAA TSC 
ATT TTT TAT TTT GAA AAA TCT ACT GAA AAA ACG G-
tlU RMN47-GULT 
: > - >.-> 
3 - 0 
5-GGA TCC 1GA (JTA TAT TCC GTTTIT-TCAGTA GAT 
ITI TCA AAA TAA AAA ATC T-3" "' " "^  
5-CCC GGG AAT TTC ATC AGT'AAG'Tl^'-A1^fGAATAG 
A IT I'lT TAT ITI" GAA AAA TCT ACT-tMA AAA AGO G-
tlcl R M N 4 7 C A C A 
y~>y 
S'-GGA TCC TGA GTA I AT GTTTHC CGT^rTTTTG.AGT 
AGATTTTTGCCCA-.T 
5-CCC GGG AAT ITC ATC AGT AAG TTC AGT GAA TAG 
AIT TIT TAT TTT ACC TGT GGG CAA AAA TCI' ACT 
GAA AAA ACG G-3" 
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AmpR 
URA3 
TerminateurADHI 
pRS316-T7_TLC1 
TLC1 
AH II 
I m n l ^ 
BsrGI 
Pmel BamHI 
% 
~T7 
srGI 
/ 
ATI II 
TLC1 
Figure 33 : Description schematique des diffe rents plasmides utilises dans le cadre de cette etude. 
(A) pADCEN65, (B) pRS316-T7_TLC 1. 
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Figure 34: Representation sch£matique des constructions effectives pour les essais de 
complementation. 
En orange : les nucleotides presents dans la construction. (A) tlcl RMN 47nt, (B) tlcl RMN 67nt, (C) tlcl 
RMN 47-4A, (D) tlcl RMN 47sbb, (E) tlcl RMN 47TsU, (F) tlcl RMN 47-GUU, (G) tlcl RMN 47-
GUUU, (H) tlcl RMN 47CACA. 
Digestion a la Rnase H 
Cette technique a ete utilisee pour verifier que le repliement retrouve dans le mini-
tic 1 correspondait a celui determine precedemment par (Dandjinou et al, 2004) et le 
protocole est base sur celui utilise dans cet article. Tout d'abord, lors des essais en 
conditions natives, 500 ng d'ARN substrat suspendu dans un tampon de repliement (100 
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mM Tris-Cl pH 8.0, 20 mM MgCl2, 20mM NaCl, 2 mM DTT) est denature a 100°C 
pendant 1 minute et ensuite immerge dans un becher d'eau bouillante qui, des lors, est 
incube a 4°C aim d'effectuer un refroidissement lent pour favoriser un repliement 
optimal de l'ARN. Lorsque l'eau contenue dans le becher est revenue a temperature 
piece, une certaine quantite de l'oligo desire est ajoute (11,4 pmol pour le mini-tlcl et 
2.8 pmol pour TLC1) ainsi que 2,5 uL de tampon (50 mM Tris-Cl pH 8.0, 10 mM 
MgCl2, 10 mM NaCl, 1 mM DTT) et 0,5 u.L de Rnase H (USB, Cleveland, USA). Par la 
suite, le tout est incube a 30°C pendant 20 minutes et, pour arreter la reaction, les tubes 
sont subsequemment conserves sur glace seche. Quant aux essais en conditions 
denaturantes, le repliement de l'ARN est effectue en presence de l'oligo desire afin 
d'assurer leur liaison et, par consequent, le clivage par la Rnase H. Done, 500 ng de 
transcrit est suspendu dans le tampon de repliement en presence de l'oligo desire et est 
incube a 100°C pendant 4 minutes pour favoriser une denaturation complete de TARN. 
Le refroidissement est effectue a la temperature piece pendant 10 minutes et ensuite, 2,5 
uL de tampon et 0,5 uL de Rnase H sont ajoutes. Tel qu'en conditions natives, les tubes 
sont finalement incubes a 30°C pendant 20 minutes et ensuite transferes dans la glace 
seche pour mettre fin a la reaction. Les resultats ont ete visualises sur un RNA nano 
LabChip® de la compagnie Agilent Technologies (Santa Clara, Californie, USA) a l'aide 
du BioAnalyser 2100 (Agilent Technololgies, Santa Clara, Californie, USA) en suivant le 
protocole fourni par la compagnie. La sequence des oligonucleotides utilises est presente 
dans le tableau 5 et leur region complementaire respective est illustree a la figure 35. 
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Tableau 5 : Oligonucleotides utilises lors de la digestion a la Rnase H. 
^____ Sequence 
RH459 
RK7I0 
RH71T 
RH74« 
RH761 
RH765 
S'-GTGTGTGGGTGTGGT-S' 
5'-CCATTTCTATAC-3' 
5'-ACTAGAATA-3' 
S'-GGCAAAAATCTACTG-S' 
5M3TGGGATTTATTCT-3' 
5'-TTGTAGTGGGATT-3' 
RH761 
RH765 
VI 
RH710 
RH4S9 
U
* A , 
Figure 35: Localisation de la region complementaire correspondant a chacnn des oligonucleotides 
utilises dans 1'essai de clivage a la Rnase H sur la construction mini-tlcl. 
En rose: region compl&nentaire a ^oligonucleotide RH459. En vert: region complementaire a 
^oligonucleotide RH710. En orange : region complementaire a ^oligonucleotide RH717. En bleu : region 
complementaire a l'oligonucieotide RH740. En violet: region complementaire a ^oligonucleotide RH761. 
Encadre en noir : region complementaire a l'oligonucieotide RH765. 
Mini-preparation d'ADN plasmidique 
Suite a la croissance d'une culture bacterienne contenant le plasmide desire" a 
37°C pendant 18 hemes, 1.5 mL de culture est centrifugee a 16 060 x g pendant quelques 
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secondes question de culotter les cellules. Le surnageant est jete et les cellules 
resuspendues dans 100 uL de tampon de resuspension. Lorsque la resuspension est 
complete, 200 uL de tampon de lyse sont ajoutes et le tout est mis sur glace pendant 5 
minutes. Par la suite, la lyse est arretee par l'ajout de 150 |i.L de tampon de 
neutralisation. Suite a une incubation sur glace de 5 minutes, la suspension est 
centrifugee a 4°C pendant 5 minutes et le surnageant est conserve. Finalement, une 
extraction au phenol-chloroforme est effectuee et l'ADN plasmidique contenu dans la 
phase aqueuse recuperee est precipitee dans l'ethanol 100% a -20°C. II est a noter que 
les tampons utilises sont les tampons PI (resuspension), P2 (lyse) et N3 (neutralisation) 
de la compagnie Qiagen (Mississauga, Ontario, Canada). 
Transformation d'un plasmide en bacteries chimio-competentes 
Le produit de ligation est mis en contact avec 75 uL de bacteries chimio-
competentes DH5a pendant 12-15 minutes sur glace. Par la suite, afin de forcer 
P incorporation du plasmide dans les bacteries, un choc thermique est effectue pendant 90 
secondes a 42°C. Ensuite, 1 mL de LB (1% Bacto-Tryptone, 1% NaCl, 0.5% Yeast 
Extract) est ajoute aux bacteries et celles-ci sont incubees a 37°C pendant 45 minutes afin 
qu'elles croissent. Finalement, les bacteries sont culotees, resuspendues dans 300 |iL de 
LB et etalees sur petri contenant un marqueur selectif specifique (ex : ampiciline). Apres 
18 heures d'incubation a 37°C, les colonies formees sont analysees afin de trouver celles 
contenant le plasmide desire. 
100 
Hybridation sur colonies 
Lors de la transformation d'une construction sur plasmide en bacterie, la 
recherche de transformant positif s'effectuait a l'aide de cette technique, basee sur celle 
publiee par (Grunstein et Hogness, 1975). Elle consiste tout d'abord a repiquer les 
transformants sur un petri maitre contenant 51 clones potentiels et 1 clone negatif (une 
colonie ayant poussee sur le petri sur lequel la ligation effectuee sur le plasmide diger6 
seul a ete etalee). Ce petri maitre est alors incube a 37°C toute la nuit pour laisser croitre 
les colonies et, le lendemain, les colonies sont transferees sur une membrane de nylon en 
superposant cette derniere (pre-taillee) sur le petri. Par la suite, cette membrane sera 
depose sur des Whatman ayant ete imbibe de differentes solutions. Tout d'abord, la 
membrane sera deposee sur un Whatman imbibe de 10% SDS pendant 3 minutes. 
Ensuite, elle est transferee sur le second Whatman imbibe avec une solution de 
denaturation (0,5N NaOH, 1.5M NaCl), pendant 5 minutes. Finalement, la membrane est 
transferee sur un Whatman sature de solution de neutralisation (1.5M NaCl, 0.5M Tris-Cl 
pH 7.4) pour 5 minutes et sur un Whatman sature de 2X SSC (0,3 M NaCl, 0,03 M 
Citrate de sodium, pH 7.0) pour 5 autres minutes. Par la suite, la membrane est 
transferee sur un Whatman sec pour 30 minutes afin de la laisser secher. L'ADN est 
ponte a la membrane a l'aide d'un UV Stratalinker® 2400 (Stratagene, La Jolla, 
Carlifornie, USA) et cette derniere est ensuite soumis aux memes traitements que lors 
d'un buvardage de type Southern. Dans ce cas, l'hybridation de la membrane s'effectue 
avec un oligo specifique a la construction recherchee radio-marque en 5 ' avec du (y-
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P)ATP. Finalement, la membrane est exposee toute la nuit sur film Biomax MS (Perkin 
Elmer, Montreal, Quebec, Canada). 
Transcription d'un ARN froid a partir d'un plasmide digere 
Deux protocoles ont ete utilises pour la transcription : un protocole maison pour 
les transcrits plus courts et un kit commercial pour les transcrits plus grand que 1 
kilobase. La technique maison a ete utilisee lors de la transcription du mini-tlcl et 
necessite l'utilisation de 20 uL tampon de transcription (140 mM de MgCb, 10 mM de 
spermidine, 500 ug/mL de BSA), 20 uL d'HEPES (1M, pH 7.5), 20 uL de 
Dithiotreitol(DTT) (200 mM), 20 uL de nucleotides tri-phosphate a raison de 5 mM 
chaque, 2 uL de Rnasine, 4 uL de T7 ARN polymerase (produite par Catherine 
Desrosiers, Departement de Microbiologie et Infectiologie, Universite de Sherbrooke, 
Canada), 5-6 ug de plasmide digere et de PH2O DEPC jusqu'a concurrence d'un volume 
de 100 uL. Le tout est incube a 37°C pendant 4 heures. Ensuite, le transcrit est verifie 
par migration sur gel de polyacrylamide suivit d'une coloration au bleu de bromophenol. 
Lorsque la qualite du transcrit est satisfaisante, une extraction au phenol/chloroforme est 
effectuee et 1'ARN contenu dans la phase aqueuse recoltee est precipite dans l'ethanol 
95% contenant 2% d'acetate de potassium. Quant a la transcription de longs ARN 
(TLC1), celle-ci a ete effectuee a l'aide du MEGAscript de la compagnie Ambion 
(Streetsville, Ontario, Canada) et le protocole suivi est celui fourni par la compagnie. La 
qualite du transcrit est verifie par la meme methode que lors de l'utilisation du protocole 
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maison et une extraction au phenol/chloroforme ainsi qu'une precipitation est aussi 
effectuee. 
Transformation d'un plasmide en levure 
Toutes les differentes constructions effectuees sur le plasmide pADCEN65 ont ete 
transformees dans la souche CSHY76 ainsi que dans la souche YKF103 ou YAD1. A 
noter que seules les constructions tlcl RMN 47nt et tlcl RMN 67nt ont ete transformees 
dans la souche YKF103, les autres ont ete transformees dans la souche YAD1. Les 
transformations en levure ont ete effectuees a partir d'une colonie de cellule provenant 
d'une souche de levure diploide (CSHY76 et YAD1) ou haploide (YKF103) dont un 
marqueur nutritionnel specifique (exemple : URA3) est delete. Ce marqueur nutritionnel 
se retrouvant par contre sur le plasmide, il nous a ete possible d'identifier les 
transformants positifs. La colonie piquee a ete lavee dans 1 mL d'HzO nano sterile et 
resuspendue dans 50 uL de TE /LiAc IX auquel lug du plasmide d'interet ainsi que 
50ug d'ADN de sperme de saumon agissant comme transporteur ont ete ajoutes. Par la 
suite, 300u,L de 40% polyethyleneglycol 4000 (50g de polyethyleneglycol 4000, 100 \iL 
de 10X TE, 100 uL de 10X LiAc complete a 100 mL avec de l'H20 nano sterile) ont ete 
ajoute et le tout a ete incube a 23°C pendant 30 minutes. Ensuite, un choc thermique a 
ete effectue a 37°C pendant 15 minutes afin de faciliter Pentree du plasmide. Finalement, 
les cellules ont ete culottees, resuspendues dans 300 uL d'H20 nano sterile et etalees sur 
petri contenant un milieu de culture de levure dont le marqueur nutritionnel present sur le 
plasmide est absent (exemple : Yc-URA). 
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Pre sporulation, sporulation et microdissection 
Suite a l'obtention de transformants positifs dans les souches CSHY76 et YAD1, 
ceux-ci sont incubes dans un milieu de pre sporulation (0.8% Yeast extract, 0.3% Bacto-
peptone, 10% glucose) a 30°C pendant 2-3 jours. Par la suite, les cellules sont culottees 
et lavees deux fois avec de PH2O sterile avant d'etre resuspendues dans 5 mL d'H20 
sterile. De ce 5 mL, 300 ^L sont transferes dans 5 mL de milieu de sporulation (Acetate 
de potassium 0.1%, Yeast extract 0.1%, 0.05% glucose, 0.0005 % adenine, 0.0005% 
histidine) et le tout est incube a 30°C pendant un minimum de 3 jours. Finalement, les 
cellules sont visualisees sous microscope afin d'evaluer la progression de la sporulation. 
Lorsque 60% et plus des cellules ont sporulees, les cellules sont traitees avec la 
zymolyase-lOOT (MJS Biolynx, Brockville, Ontario, Canada) afin de digerer leur paroi 
cellulaire et ensuite les spores sont separees par microdissection. Le genotype des spores 
est ensuite determine par etalage sur petri avec milieux selectifs. Dans le cas de cette 
etude, le genotype recherche pour la souche CSHY76 est tlclA :XEU2, rad52A v.TRPl et 
tlclA :±EU2, rad52A ::TRP1, ProA-EST2 pour la souche YAD1 en presence, dans les 
deux cas, du plasmide pADCEN65 comportant la construction desiree. Dans le cas des 
souches portant une etiquette Pro A sur la proteine Est2p, la presence ou non de 1'etiquette 
a ete determinee subsequemment par PCR a l'aide des oligonucleotides suivants : 5'-GTT 
TGG GCG TAT TTA CAT CTT TG-3' et 5'-CTG CTT AAA TTC TTT GAT ACG G-3'. 
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Cartographie d'ARN par des Rnases 
Deux types de Rnases ont ete utilisees pour la cartographie : la Rnase Tl (Roche 
Applied Science, Laval, Quebec, Canada) et la Rnase VI (Ambion, Streetsville, Ontario, 
Canada). Malgre que chacune de ces Rnases aient une activite specifique differente, le 
meme protocole a ete utilise dans les deux cas, seul le temps d'incubation et la 
concentration d'enzyme ajoutee a varie. Tout d'abord, 12 pmole de transcrit etait mis 
dans un eppendorf contenant 2 \iL de tampon VI (fournit par la compagnie; ce tampon 
est utilise pour les deux Rnases), 0,6 \iL de MgC^ (10 mmole/L) et de FH2O DEPC 
(volume final ajuste a 20 \iL). Le tout est incube a 100°C pendant une minute afin de 
denaturer l'ARN. Par la suite, afin de favoriser un remodelage stable de l'ARN, un 
refroidissement lent est effectue en immergeant Peppendorf dans de l'eau bouillante 
jusqu'a ce qu'elle revienne a temperature piece. Lorsque la temperature de la piece est 
atteinte, la Rnase est ajoutee et le tout est incube a 30°C le temps requis. Dans le cas 
present, une quantite de 0,5 uL d'une dilution 1/80 de la Rnase Tl et une quantite de 0,3 
\iL de Rnase VI non-diluee sont utilises. Lorsque le temps de reaction est ecoule (30 
secondes et 3 minutes pour la Rnase Tl et 30 secondes et 2 minutes pour la Rnase VI), le 
volume est complete a 100 uL avec de PH2O DEPC et une extraction au 
phenol/chloroforme est effectuee afin d'arreter la reaction. Ensuite, l'ARN est precipite 
dans de 1'EtOH 100% + 2% NaOAC et resuspendu dans 4uL l'H20 DEPC. A noter que 
chaque reaction est effectuee en presence d'une reaction controle ou aucune Rnase n'est 
ajoutee. La region a cartographier est illustree a la figure 36 pour l'ARN de type sauvage 
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ainsi que pour le mini-tlcl. Quant aux autres constructions, la region a cartographier 
correspond a la region surlignee en orange dans la figure 34. 
Reaction d'extension d'amorce 
Afin de visualiser sur gel la cartographie par Rnase effectuee, les produits de 
clivages sont soumis a une extension d'amorce (Tableau 6 pour les differentes amorces 
utilisees). Tout d'abord, 1'amorce est radiomarquee au [y-32P] ATP tel que decrit 
auparavant et 2 uL de cette reaction de marquage est ajoute au 4 uL d'ARN resuspendu 
suite a la cartographie ainsi que 1 uL de tampon d'extension 5X (dilution 1:1 du tampon 
d'extension 10X). Le tout est incube 5 minutes a 65°C afin de favoriser une denaturation 
et transfere ensuite a 37°C pendant 30 minutes pour permettre l'alignement de l'amorce 
sur les produits de cartographie. Par la suite, 0,5 uL de tampon d'extension 10X (1.25M 
Tris-HCl pH 8, 1.7.5 mM KC1), 0,5 \iL de DDT 0.1M, 1 uL de MgCl2 0.1M, 0,5 jxL de 
dNTPs a 2.5 mM chacun, 0,25 uL d'actinomycine D (inhibiteur de la synthese d'ADN a 
partir d'un brin matrice d'ADN (Gerard et al, 1997)) et 0,25 |i,L de Superscript™ II 
Reverse Transcriptase (Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada) sont ajoutes a chacun 
des eppendorfs et 1'extension est effectuee a 42°C pendant 40 minutes. A noter que 
chaque reaction est effectuee en presence d'une reaction controle ou aucun enzyme n'est 
ajoute. Finalement, l'ARN est degrade par un traitement a la Rnase A pendant 10 
minutes a 42°C, suivit d'une degradation des proteines par un traitement a la proteinase K 
dans les memes conditions. Les produits d'extension obtenus sont alors precipites avec de 
l'ethanol 100% et de l'acetate de sodium et ensuite resuspendus dans 10 uL d'HaO nano; 
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2 uX seront utilises pour visualisation sur gel de polyacrylamide 12% (Sambrook et al., 
1989) en parallele avec une reaction de sequengage effectuee avec la meme amorce. La 
localisation des differentes amorces utilisees est illustree a la figure 36. Pour des fins de 
simplicity, l'amorce utilisee pour le mini-tlcl a aussi ete illustree sur la sequence de type 
sauvage de TLC1. 
Tableau 6: Sequence des amorces utilisees pour la reaction d'extension d'amorce en 
fonction de la version de TLC1 sur plasmide. 
Version de TI.fl Oligonucleotide 
TI C1 WT S v r f f GG AA.Vr TTC AT C AGTAACJ TTC AG-3' 
Mini-llcl 5-GGG TGf CTA CCAGAT ATf G-3' 
tic 1 RMN 47ni 5'-TAT TIT TCT CTG TCA CAT CGA TCG A-3' 
tic 1 RMN 67nt 5'-TAT TTT TCT CTG TCA CAT CGA TCG A-3" 
llcl RMN 47-4A 5"-TAT Tri" TCT CTG TCA CAf~C:CjA TCG A-3" 
lie 1 RMN 47sbb 5-TAT TIT TCT CTG TCA CATCGA TCG A-3' 
llcl RMN 47TsU 5-TAT TIT TCT C TG TCA CAT CGA TC:G A-3" 
llcl RMN 47-GUU 5-TAT FTT TCT CTG TCA CAT CGA TCG A-3' 
llcl RMN 47-GUIJL'" 5-TA1 ITT TCT CTG TCA CATCGATCG A-3'"" 
llcl RMN 47CACA 5-TAT TIT TCI" C I"CJ TCA CAT CGA TCG A-3' 
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Sequengage 
Pour les diverses reactions de sequen§age effectuees, le « T7 DNA Polymerase 
Sequencing Kit» de la compagnie GE Healthcare (Baie d'Urfe, Quebec, Canada) a 
ete utilise. Le protocole suivi consistait, tout d'abord, a denaturer une quantite 
d'environ 1,5 \ig a 2,0 ug d'ADN resuspendu dans 32 uL total d'H20 avec 8 |xL de 
NaOH pendant 10 minutes a temperature piece. Par la suite, l'ADN denature a ete 
precipite et resuspendu dans 10 uL d'eau. Lorsque la resuspension etait completee, 5 
a 10 pmol de 1'amorce desiree (les amorces utilises pour le sequengage sont les 
memes que lors de la reaction d'extension d'amorce illustree a la figure VII) ainsi que 
2 uL de tampon d'appariement ont ete ajoute a l'ADN. Le tout a ete incube a 65°C 
pendant 5 minutes, afin de favoriser la denaturation de 1'amorce, et, par la suite, 
transfere a 37°C pendant 10 minutes pour que l'appariement de l'amorce sur l'ADN 
puisse s'effectuee. Ensuite, les tubes ont ete laisse a temperature piece pendant 5 
minutes et subsequemment, 3 uL de tampon de marquage au dCTP, 1 uL de [a- P] 
dCTP radio-marque et 2 [xL de polymerase T7 ont ete ajoute. Le tout a encore ete 
incube a temperature piece pendant 5 minutes et durant ce temps, des tubes contenant 
2,5 \iL de chacun des nucleotides (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ont ete pre-incubes a 
37°C. Par la suite, 4,5 u,L de la reaction principale ont ete transferes dans chacun des 
tubes contenant le nucleotide pre-chauffe et le tout a ete transfere a 37°C pendant 5 
minutes afin que la reaction de polymerisation puisse avoir lieu. Finalement, la 
reaction est arretee en ajoutant 5 uL de solution d'arret et les tubes sont conserves a -
20°C. Lorsqu'il a ete le moment de charger la reaction de sequencage sur gel, un 
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aliquot de 4 \iL a ete preleve et transfere dans un second tube afin d'etre denature 2 
minutes a 100°C avant d'etre analyse par migration sur un gel de polyacrylamide 12% 
(Sambrook et al, 1989) de 40 centimetres de longueur pendant 3 heures et demi a 
45W. 
Gel de telomeres 
Pour faire un gel de telomeres, l'ADN est traite de la meme facon que lors 
d'une hybridation dans le gel, tel que decrit au chapitre precedent, a l'exception que 
lorsque la migration est terminee, le gel est soumis au traitement du buvardage de type 
Southern, aussi decrit au chapitre precedent. Les gels de telomeres de cette section 
ont ete hybride avec une sonde d'une longueur de 400 pb contenant des sequences 
repetitives telomeriques et qui est produite a partir du plasmide pCT300 avec les 
amorces suivantes: 5'-TGCCTGCAGGTCGACTCTAG-3' et 5-
AAACGACGGCCAGTGAAT TG-3' et qui a ete radiomarquee de facon aleatoire 
avec du [a- PJdCTP tel que decrit dans le chapitre precedent. 
Extraction de proteines natives (methode du moulin a cafe) 
1 litre de culture de la souche desiree est incube a temperature permissive 
pendant environ 16 heures afin de permettre la croissance jusqu'a l'obtention d'une 
densite optique d'environ 1 a 1,5. Ensuite, la culture est centrifugee a 3080 x g 
pendant 5 minutes a 4°C et les cellules sont lavees une premiere fois avec de l'FkO 
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nano froide (4°C) et, subsequemment, avec du tampon TMG + NaCl conserve a 4°C 
(10 mM Tris pH 8.0,1 mM MgCl2,10% glycerol, 0,1 mM DTT, 300 mM NaCl). Les 
culots de cellules obtenus sont conserves a -80°C jusqu'a ce que l'extraction de 
proteines soit effectuee. Lors de l'extraction, le culot congele est depose dans un 
moulin a cafe avec environ lOg de glace seche et il est moulu de fagon continue 
pendant 90 secondes. La poudre obtenue est conservee sur glace et, pour chaque litre 
de culture, 5 mL de tampon TMG + detergents (10 mM Tris pH 8.0, 1 mM MgCl2, 
10% glycerol, 0,2 M NaCl, 0,2% Triton X-100) ainsi que des inhibiteurs de proteases 
Complete mini EDTA-free (Roche, Laval, Quebec, Canada) sont ajoutes afin de 
suspendre et homogeneiser la poudre. Par la suite, l'extrait cellulaire est centrifuge a 
85 000 x g pendant 90 minutes a 4°C. Finalement, suite a cette ultracentrifugation, un 
surnageant de proteines S-100 est obtenue et recolte. La concentration de l'extrait 
proteique est ensuite mesuree a l'aide du Bradford Protein Assay (Bio-Rad, 
Mississauga, Ontario, Canada). 
Immunoprecipitation d'une proteine comportant une etiquette 
La technique d'immunoprecipitation effectuee est basee sur (Greider et 
Blackburn, 1989), mais comporte quelques modifications. Cette immunoprecipitation 
s'effectue avec 3mg de proteines resuspendues dans du TMG + 200 mM NaCl, 0,1 
mM DTT et 0,5% Tween pour un volume total de 1 mL auquel est ajoute 120 \ih de 
billes IgG sepharose (GE Healthcare, Baie d'Urfe, Quebec, Canada) en suspension 
dans le meme tampon a un volume 1:1 (le TMG est compose de 20mM Tris pH 8.0, 2 
111 
mM MgCb et 20% glycerol). Le tout est incube a 4°C toute une nuit avec legere 
agitation. Le lendemain, les tubes sont centrifuges a 1000 x g pendant 1 minute a 4°C 
afin de culoter les billes. Elles sont lavees deux fois avec du TMG + 200 mM NaCl et 
ensuite, elles sont lavees 2 fois avec du TMG + 0,1 mM DTT. Ces lavages sont 
effectues a 4°C pendant 10 minutes avec agitation. Finalement, les billes sont 
resuspendues dans du TMG + 0,5 mM DTT pour un rapport final de 1:1 et conservees 
a -80°C en aliquot de 10 \ih. A noter que des inhibiteurs de proteases Complete mini 
EDTA-free (Roche, Laval, Quebec, Canada) et de la Rnasin (Promega, Madison, 
Wisconsin, USA) ont ete ajoutes a tous les tampons utilises ainsi qu'aux extraits 
proteiques. 
Essai d'activite de telomerase in vitro 
Le protocole utilise pour cette technique derive de celui publie par (Friedman 
et Cech, 1999) et necessite deux aliquots des produits d'immunoprecipitations par 
souche utilisees. Tout d'abord, ces aliquots sont degeles sur glace et centrifuges a 
1000 x g pendant 1 minute a 4°C afin d'enlever le surnageant; 5 uL de billes restent 
dans le tube. Ces tubes sont ensuite incubes a 30°C pendant 10 minutes, l'un avec 1 
[iL de Rnase A lO.mg/mL (GE Healthcare, Baie d'Urfe, Quebec, Canada) et 1'autre 
avec 1 uL d'eau. De la rnase A est ajoutee a l'un des deux tubes afin de s'assurer que 
l'extension observee provient bien de l'activite de la telomerase. Suite a cette 
incubation, le tout est remis sur glace et 1,5 \ih de « Master Mix » (290 mM Tris-Cl 
pH 8.0, 360 mM NaCl, 35% glycerol, 18 mM MgCl2, 3,6 mM spermidine, 3,6 mM 
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DTT) est ajoute a chacun des tubes ainsi que 1,4 uL de 1'oligonucleotide telomerique 
NLTAG1-3 ayant pour sequence TAG GGT AGT AGT AGG G (Lue et Xia, 1998) 
(synthetise et purifie par Integrated DNA Technologies, Coralville, Iowa, USA), 1,1 
\iL de nucleotides a une concentration de 1 mM chacun (dATP, dCTP, dTTP) ainsi 
que 1,5 u,L de [a-32P] dGTP a une activite specifique de 800 Ci/mmole (GE 
Healthcare, Baie d'Urfe, Quebec, Canada). Les tubes sont alors incubes a 30°C pour 
30 minutes afin de permettre l'extension par la telomerase. Par la suite, 1,5 uL de 
tampon d'arret (250 mM Tris-Cl pH 8.0, 250 mM EDTA pH 8.0, 2% SDS) et 1,75 [xL 
de proteinase K a 20 mg/mL (BioShop, Burlington, Ontario, Canada) sont ajoutes aux 
tubes et ceux-ci sont incubes a 65°C pendant 30 minutes afin de s'assurer que la 
reaction est arretee et les proteines degradees. 85 uL d'eau ainsi que 1 uL d'un 
oligonucleotide de 12 nt radiomarque en 5' servant de controle interne (et dont 
1'activite est ajuste a 3000 cpm/uL) sont ajoutes et une extraction au 
phenol/chloroforme est effectuee. La phase aqueuse recoltee (attention a ne pas 
prendre de billes) est melangee a 66 uL d'ammonium acetate 5 M , 1 \xL de glycogene 
20 mg/mL et 500 uL d'ethanol 100% pendant au moins 1 heure a -20°C afin de 
precipiter les acides nucleiques. Les echantillons sont subsequemment centrifuges a 
16 250 x g a 4°C pendant 30 minutes afin de faire culoter l'ADN precipite. Le culot 
est ensuite lave avec de Pethanol 70% et finalement resuspendu dans 4 uL de tampon 
de formamide (80% formamide, 10 mM EDTA pH 8.0,1 mg/mL xylene cyanol FF, 1 
mg/mL bleu de bromophenol). Le resultat est visualise par migration sur gel de 
polyacrylamide 12% de 40 centimetres de longueur pendant 3 heures a 40 watts. A 
noter que les echantillons sont denatures pendant 2 minutes a 100°C avant d'etre 
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charges sur gel et qu'un oligonucleotide radiomarque en 5' de 16 nucleotides (ajuste a 
3000 cpm/uL) est charge a chaque extremite du gel afin d'identifier le « +0» 
d'extension. Suite a la migration, le gel est expose avec un film dans une cassette 
appropriee pendant toute une nuit avant d'etre developpe. 
Verification de 1'absence du gene RAD52 
L'absence du gene RAD52 de son emplacement genomique normal a ete 
verifie par buvardage de type Southern (voir protocole page 57) a Paide d'un 
fragment de PCR radiomarquee aleatoirement au [a- P]dCTP (voir protocole page 
59). Les oligonucleotides utilises pour le PCR sont les suivants : 5'-ACC TCC TTG 
TTT GCA TTT GTT G-3' et 5'-CTA AAT GGT TGA ATC GGG TCT TG-3'. La 
verification par PCR de la possible reinsertion du gene RAD52 ailleurs dans le 
genome a ete effectuee a l'aide des oligonucleotides suivants: 5-CTG GCA AAG 
ATC GAT AAG GTG AAG T-3' et 5'-TGG GAT CAA AAA TGC TCT CTT CAC 
C-3'. 
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II.II RESULTATS 
Plusieurs recherches ont ete effectuees afin d'etablir la structure secondaire de 
l'ARN de la telomerase, et ce, chez plusieurs organismes (Lingner et al, 1994; 
Theimer et al, 2005). Chez S. cerevisiae, une analyse phylogenetique a permis de 
proposer une structure secondaire de TCL1 de fac,on generate, mais la structure 
detaillee de la region de liaison a la sous-unite catalytique de la telomerase, Est2p, 
demeure encore inconnue (Dandjinou et al, 2004). Par contre, lors d'essais de 
clivage a la Rnase H effectues sur TLC1, il avait ete remarque que deux regions 
situees dans la boucle de la tige-boucle V et VI n'etaient pas accessibles (voir par 
exemple la figure 37 ainsi que (Dandjinou et al, 2004)). Ces regions etant 
parfaitement complementaires, Phypothese de la formation d'un pseudonoeud a cet 
endroit a ete emise (Dandjinou et al, 2004). D'ailleurs, un groupe de recherche avait 
demontre que la liaison de la sous-unite Est2p de la telomerase a l'ARN matrice 
dependait beaucoup plus de la presence d'une structure particuliere que d'une 
sequence specifique (Chappell et Lundblad, 2004). Cette affirmation avait ete rendue 
possible, entre autre, par l'obtention d'une telomerase fonctionelle suite a la 
substitution de 95 nt situes dans la region de liaison a Est2p par une sequence de 39 nt 
completement differentes provenant de Torganisme Oxytricha nova (Chappell et 
Lundblad, 2004). De plus, la presence d'un pseudonoeud essentiel a l'activite de la 
telomerase avait deja ete demontree chez l'humain (Autexier et al, 1996; Bachand et 
Autexier, 2001; Moriarty et al, 2004; Tesmer et al, 1999) ainsi que chez 
Tetrahymena thermophila (Gilley et Blackburn, 1999). Des lors, 1'hypothese d'un 
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pseudonoeud comme structure de reconnaissance d'Est2p etait tres interessante et 
logique. Consequemment, la construction mini-tlcl a ete cree afin de pouvoir etudier 
la structure de cette region plus en details. 
Tout d'abord, un essai de clivage a la Rnase H a ete effectue afin de s'assurer 
que le profil de mini-tlcl etait le meme que celui obtenu par Alain Dandjinou pour 
TLC1 (figure 37) (Dandjinou et al, 2004). Autrement dit, que la construction mini-
tlcl semblait avoir le meme repliement que la version sauvage. Lors de cet essai, 
deux reactions controles ont et6 effectuees : une reaction en absence de Rnase H et 
une en absence d'oligonucleotide. Ces controles permettent la verification, 
premierement, de la qualite du transcrit utilise, mais plus particulierement de la 
specificite de la reaction. Dans ce cas, aucun clivage n'est obtenu en absence de 
Rnase H ou d'oligonucleotide, ce qui prouve que notre essai est specifique (pistes 1 et 
12 respectivement, panneau A). En ce qui concerne les profils obtenus en presence 
des differents oligonucleotides utilises, il est possible de constater que, d'une facon 
generate, les resultats sont similaires a ceux obtenus par Alain pour TLC1 de type 
sauvage (Dandjinou et al, 2004). En effet, la region matrice de la telomerase (region 
complementaire a RH459, illustre en rose dans le panneau B) semble aussi etre non-
appariee dans mini-tlcl, puisqu'un clivage du transcrit en conditions natives (piste 2, 
panneau A) est obtenu suite a 1'essai. Le clivage en conditions denaturantes montre 
exactement le meme profil (piste 3, panneau A). Evidemment, un tel clivage en 
conditions denaturantes est parfaitement normal puisque le transcrit est denature en 
presence de 1'oligonucleotide, sa liaison avec la region matrice est alors permise, 
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meme dans le cas ou celle-ci serait normalement appariee. Quant a la taille des 
bandes attendues, soit de 154 a 168 nt et de 15 a 29 nt, il est impossible d'affirmer 
avec certitude qu'elles soient conformes en se basant sur l'echelle presente, puisque 
celle-ci n'affiche aucun point de reference entre 25 et 200 nt (reference panneau C). 
Par contre, considerant que 1'oligonucleotide RH459 est complementaire a une 
sequence tres specifique, la sequence matrice, et qu'il ne peut pas aller s'hybrider 
ailleurs sur le transcrit du mini-tic 1, la bande obtenue se doit d'etre de la taille 
attendue. Cette bande servira d'ailleurs de point de repere lors de l'analyse des 
resultats subsequents. II est a noter que les bandes retrouvees vers approximativement 
70 nt sont considerees inherentes a la technique puisqu'elles se retrouvent dans toutes 
les pistes (reference panneau A). Elles proviennent probablement de la degradation 
partielle du transcrit d'ARN utilise. De plus, les fragments plus petits que 25 nt ne 
pouvant pas etre visualises lors de Temploi de cette technique, le second fragment 
resultant de ce clivage (taille de 15 a 29 nt, reference panneau C) est theoriquement 
impossible a voir puisqu'il est soit en bas de la limite ou il co-migre avec le marqueur 
(bande verte sur le gel, panneau A). Par contre, une amplification de l'intensite de la 
bande inherente est observee par rapport a celle retrouvee aux piste 1 et 12 du 
panneau A ou le transcrit ne subit aucune modification. II est probable que le 
fragment de 15 a 29 nt se retrouve a cet endroit si sa denaturation avant le chargement 
sur la chip n'etait pas complete. En ce qui conceme le profil obtenu avec 
1'oligonucleotide RH717 (en orange sur la figure du panneau B), il est possible de 
constater que la region complementaire correspondante semble appariee, comme lors 
de l'essai sur le transcrit de la version sauvage (Dandjinou et al, 2004), puisqu'aucun 
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clivage n'est obtenu en conditions natives (piste 4, panneau A). Par contre, 
contrairement a ce qui est normalement attendu, la meme situation est aussi retrouvee 
en conditions denaturantes (piste 5, panneau A). La region complementaire a 
1'oligonucleotide RH740 (en bleue sur la figure du panneau B) demontre un leger 
clivage en conditions natives (piste 6, panneau A), tel qu'observe pour TLC1 
(Dandjinou et al, 2004), ainsi qu'un clivage un peu plus accentue en conditions 
denaturantes (piste 7, panneau A). Quant a la taille des fragments obtenus, elle 
semble un peu superieure a celle theorique en ce qui concerne le fragment de 96 a 109 
nt (panneau C), puisqu'elle est plus haute sur gel que celle resultant du clivage avec 
1'oligonucleotide RH459. Cette difference de taille peut etre due a une denaturation 
incomplete du produit de reaction avant son analyse. En ce qui concerne le fragment 
de 74 a 87 nt (panneau C), il semble qu'il co-migre avec la bande inherente a la 
technique puisque l'intensite de celle-ci est amplifiee lorsque comparee aux pistes 1 et 
12 du panneau A ou le transcrit est intact. La region complementaire a 
1'oligonucleotide RH761 (en violet sur la figure du panneau B) ne semble pas du tout 
accessible en conditions natives puisqu'aucun clivage n'est observe (piste 8, panneau 
A). Par contre, dans le cas de l'essai effectuee sur un transcrit de TLC1, un clivage 
modere avait ete observe (Dandjinou et al, 2004). En conditions denaturantes, le 
transcrit est clive, tel qu'attendu (piste 9, panneau A). Les tailles theoriques des 
fragments resultant de ce clivage sont de 116 a 128 nt et 55 a 67 nt (reference panneau 
C). Le fragment plus court doit co-migrer avec la bande inherente puisque l'intensite 
de celle-ci est amplifiee (piste 9 versus les pistes 1 et 12 du panneau A). Quant au 
fragment le plus long, plusieurs petites bandes sont visibles, toutes plus hautes sur gel 
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que celle obtenue avec 1'oligonucleotide RH459, laissant paraitre une denaturation 
incomplete du produit soit lors de l'essai ou de l'analyse (piste 9, panneau A). 
Finalement, lorsque le transcrit est mis en presence de 1'oligonucleotide RH765 
(encadre en noir sur la figure du panneau B), un profil de clivage est obtenu tant 
lorsque l'essai est effectue en conditions natives qu'en conditions denaturantes (piste 
10 et 11, panneau A). En ce qui concerne le profil de fragments obtenus, il est 
possible d'affirmer que la bande majoritaire semble avoir la bonne taille, soit de 122 a 
134 nt, puisqu'elle migre un peu plus bas de celle obtenu en presence de 
Poligonucleotide RH459 (reference panneau C pour les tailles attendues). Par contre, 
une legere bande apparait entre celle-ci et le transcrit initial non-clive. Celle-ci est 
probablement le resultat d'une denaturation incomplete. Finalement, la bande de 
taille plus courte attendue doit co-migrer elle aussi avec la bande inherente, puisque 
l'intensite de celle-ci est amplifiee (pistes 10 et 11 versus les pistes 1 et 12 du panneau 
A). Quant a la version sauvage de TLC1, un profil de clivage a aussi ete obtenu en 
presence de cet oligonucleotide en conditions natives (Dandjinou et al, 2004). En 
somme, malgre une legere difference en ce qui concerne le profil obtenu en presence 
de 1'oligonucleotide RH761, le repliement de mini-tlcl semble s'approcher 
considerablement de celui d'un TLC1 de type sauvage. 
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Taile attendue 
Nofv-digere 
Digere 
Oligonucleotides 
RH458 
183 nt 
154* 168 nt 
et 
15nt*29nt 
RH717 
183 nt 
72 »80 r t 
et 
103a 111 m 
RH740 
183 nt 
98 a109nt 
et 
74*B7nt 
RH761 
183 nt 
118»128nt 
et 
55 a 87 m 
RH785 
183 nt 
122*134 nt 
et 
49*S1nt 
Figure 37 : Essai de clivage a la Rnase H sur un transcrit effectuS a partir de la construction 
mini-tlcl. 
A) Chip d'ARN sur laquelle a &e" charged 1 uL de chacune des reactions effectu^es. Piste L : RNA 
6000 ladder (Ambion, Austin, Texas, USA). Piste 1 et 12 : controle sans Rnase H et sans 
oligonucleotide. Pistes 2 et 3 : essai de clivage avec l'oligonucteotide RH459. Pistes 4 et 5 : essai de 
clivage avec l'oligonucl&rtide RH717. Pistes 6 et 7 : essai de clivage avec l'oligonucteotide RH740. 
Pistes 8 et 9 : essai de clivage avec l'oligonucl&rtide RH761. Pistes 10 et 11 : essai de clivage avec 
l'oligonucteotide RH765. Les pistes paires repr&entent les essais en conditions natives (CN) et les 
piste impaires, les essais en conditions d^naturantes (CD). B) Schema illustrant la region 
compl^ mentaire aux oligonucleotides utilises. En rose : RH459, en vert: RH710, en orange : RH717, 
en bleu : RH740, en violet: RH761 et entour6 en noir : RH765. C) Taille de fragment attendu lors du 
clivage en fonction de Poligonucteotide utilise\ 
Compte-tenu que selon des resultats publies par le groupe de Joachim Lingner 
(Forstemann et Lingner, 2005), la region 710 de TLC1 semblerait non-appariee et 
qu'aucun essai de clivage a la Rnase H n'a pu etre effectuee dans cette region sur 
l'ARN de type sauvage faute de pouvoir creer un oligonucleotide assez specifique, un 
essai de clivage a la Rnase H dans cette region a ete effectue sur mini-tlcl. En fait, 
mini-tlcl ne comportant que 183 nucleotides, il etait desormais possible de creer un 
oligonucleotide specifique, le RH710 (en vert sur la figure du panneau B). Tel 
qu'illustre a la figure 38, lorsque l'ARN de la construction mini-tlcl est en presence 
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de 1'oligonucleotide RH710, tant en conditions natives (piste 2) que denaturantes 
(piste 4), aucun profil de clivage n'est observe. Par consequent, il semble que, dans le 
cas de la construction mini-tic 1, la region complementaire a RH710 soit appariee. II 
est a noter que seul un controle sans Rnase H a ete inclus dans cet essai (piste 1) et 
qu'il est concluant. 
. * N c r .<*> I B 
# <sT ^ cf / " & 
« o o _ D/amm v .-is 
IHl&i! S r". vi 
Tallle attendue 
Ncn-dgtit 
diger* 
Oligonucleotide 
RH710 
183 nt 
113* 124 nt 
et 
5 8 4 7 0 nl 
Figure 38 : Essai de clivage sur un transcrit effectue a partir de la construction mini-tlcl avec 
('oligonucleotide RH710. 
A) Chip d'ARN sur laquelle a ete chargee 1 uL de chacune des reactions effectu6es. Piste L : RNA 
6000 ladder (Ambion, Austin, Texas, USA). Piste 1 : controle sans Rnase H. Piste 2 : essai en 
conditions natives. Piste 3 : contrdle sans ARN en conditions natives. Piste 4 : essai en conditions 
denaturantes. Piste 5 : contrdle sans ARN en conditions denaturantes. B) Schema illustrant la region 
complementaire aux oligonucleotides utilises. En rose : RH459, en vert: RH710, en orange : RH717, 
en bleu : RH740, en violet: RH761 et entoure" en noir : RH765. C) Taille de fragment attendu lors du 
clivage en fonction de ^ oligonucleotide utilise. 
Afin de pousser plus loin 1'etude de la structure de mini-tlcl en comparaison 
avec la version sauvage de TLC1, une cartographie avec les Rnases Tl et VI a ete 
effectuee. Ces deux Rnases ayant des activites specifiques differentes, elles ont 
permis d'en apprendre plus sur la structure de la region de liaison de la sous-unite 
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catalytique de la telomerase a son ARN matrice. En fait, la Rnase Tl clive en 3' des 
guanines non-appariees et la Rnase VI en 3' des nucleotides appariees, sans specificite 
du nucleotide. Tout d'abord, des essais de clivage ont ete effectues pour differentes 
concentrations de Rnases et differents temps d'incubation afin de determiner les 
parametres ideaux ou la majorite des transcrits ne sont clives qu'une seule fois et ou il 
reste encore des transcrits complets de sorte que la reaction d'extension d'amorce 
puisse s'effectuer completement. La dilution ideale de Rnase Tl ayant ete determinee 
est 1 :80 (diluee dans du tampon de Rnase VI IX) suite a un test effectue sur le 
transcrit de mini-tic 1, puisqu'elle affichait le meme profil de clivage que les tests 
effectues avec une version moins diluee de la Rnase Tl (figure 39, les clivages 
considered sont identifies a l'aide du symblole *). De plus, une plus grande quantite 
de transcrit semblait demeure non-clive, puisque la reaction de transcription inverse 
complete etait plus efficace. En ce qui concerne le temps de reaction, il a ete 
determine que deux reactions seraient effectuees : une de 0,5 minute et une de 3 
minutes, leur profil etant similaire, pour verifier si d'autres clivages n'apparaitraient 
pas en fonction du temps. Un test de temps de clivage a la dilution 1:80 a aussi ete 
effectue sur le transcrit de la version sauvage de TLC1 afin de verifier si ces 
conditions pouvaient aussi etre utilisees dans ce cas et les resultats obtenus furent 
concluants (clivage avec la Rnase Tl, figure 40) Pour la Rnase VI, aucune dilution 
ne s'est averee necessaire sur la version sauvage de TLC1, tel qu'illustre a la figure 
40, puisque le profil obtenu correspondait aux attentes. En fait, le nombre de clivage 
effectue ne nuit pas a la reaction de transcription inverse (reference clivage a la Rnase 
VI figure 40). Quant au temps d'incubation, des temps de 0,5 minutes et de 2 
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minutes ont ete juges convenable, puisque la reaction de transcription inverse 
s'effectuait convenablement (figure 40). Les memes conditions ont ete utilises dans 
les essais effectues sur un transcrit du mini-tic 1. 
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Figure 39 : Etablissement des conditions de cartographie avec la Rnase Tl sur mini-tlcl. 
Reaction d'extension d'amorce suite a une cartographie par la Rnase Tl sous difKrentes conditions de 
dilution (1/20, 1/40 et 1/80) et de temps r^actionnel (0,5, 1, 2 et 3 minutes) migr^e sur un gel de 
polyacrylamide 12% en parallele avec une reaction de s^quencage. Sur ce gel se retrouve les contrdles 
usuels : un contrdle sans transcriptase inverse et un contr61e sans Rnase. 
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Figure 40 : Confirmation des conditions de cartographie avec la Rnase Tl et 6tablissement des 
conditions de cartographie a la Rnase VI sur TLC1. 
Reaction d'extension d'amorce suite a une cartographie par la Rnase Tl dilute 1/80 et par la Rnase VI 
non-diluee pour divers temps r6actionnel (0,5, 1, 2 et 3 minutes) migr6e sur un gel de polyacrylamide 
12% en parallele avec une reaction de s^quencage. Sur ce gel se retrouve les controles usuels : un 
contrdle sans transcriptase inverse et un controle sans Rnase. 
Tout d'abord, en s'attardant aux resultats obtenus pour le transcrit mini-tlcl 
(figure 41), trois clivages par la Rnase Tl sont effectues dans la zone d'interet de 
notre etude et deux autres sont recenses dans la region 490-500 (la numerotation des 
nucleotides de la version sauvage a ete conservee sur la construction mini-tlcl afin de 
faciliter les comparaisons). Ces dernieres viennent appuyer les resultats precedents 
qui tendaient a demontrer que la structure de mini-tlcl est sensiblement la meme que 
la version originale de TLC1. En ce qui concerne les trois clivages dans la region 
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d'interet du transcrit, elles concernent les G762, G724 et G7os. Ce clivage n'a pas la 
meme importance dans ces trois cas : un clivage plus fort est obtenu a la position 724. 
Les clivages obtenus aux positions 708 et 762 etant faibles sont peut-etre le resultat 
d'une flexibilite de la structure. Cependant, un fort clivage, tel que celui du G724, 
demontre bien le non-appariement du nucleotide concerne. Quant aux resultats 
obtenus par la cartographie a la Rnase VI, 3 regions dans la zone d'interet, illustrees 
par une ligne bleu, presentent un clivage ainsi qu'une region entre les nucleotides 480 
et 490. Ce dernier supporte encore le fait que le repliement du mini-tlcl ressemble a 
celui de TLC1. A noter que comme la Rnase VI n'a pas de specificite de nucleotide, 
il n'est pas facile d'identifier clairement a quel nucleotide debute et se termine la 
region de clivage. Par consequent, la region identified sur la figure est la meilleure 
approximation ayant pu etre effectuee. Sur la construction mini-tlcl, le nucleotide 
768 ainsi que les regions 754-758 et 719-723 semblent etre apparies. En fait, ces 
resultats sont complementaires a ceux obtenus lors de l'essai de clivage a la Rnase H 
avec les oligonucleotides RH717 et RH761 puisqu'aucun clivage n'est observe dans 
ces regions. 
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Figure 41 : Cartographie par les Rnases Tl et VI de la contruction mini-tic 1. 
A) Reaction d'extension d'amorce suite a une cartographie par Rnases migrge sur un gel de 
polyacrylamide 12% en parallele avec une reaction de s^quencage. Les pistes 1 et 2 repr&entent les 
controles usuels : un controle sans transcriptase inverse et un controle sans Rnase. Les pistes 3 et 4 
representent les essais effectu£s avec la Rnase Tl pendant 30 secondes et 3 minutes de facon 
respective. Les pistes 5 et 6 representent les essais effectu6s avec la Rnase VI pendant 30 secondes et 
2 minutes de facon respective. Les nucl6otides/r6gions cliv6(e)s sont identifi6(e)s par des chiffres en 
rouge. 1 correspond au clivage du nucleotide G762, 2 au G724, 3 au G70g, 4 au G499, 5 au G49i, 6 a la 
position 768, 7 aux positions 754 a 758, 8 aux positions 719 a 723 et 9 aux positions 484 a 487. B) 
Representation sch^matique des r6sultats obtenus suite a la cartographie. Triangle bleu ibnce": clivage 
fort par la Rnase Tl. Triangle bleu pale : clivage faible par la Rnase Tl. Ligne bleu : region cliv6 par 
la Rnase VI. 
Quant a la cartographie effectuee sur la version sauvage de TLC1, les resultats 
sont represented a la figure 42. Ceux-ci s'apparentent considerablement a ceux de la 
construction mini-tic 1. En fait, un clivage faible du G762 est encore revele lors de 
l'essai ainsi qu'un clivage fort au G724. De plus, un clivage du G708 est aussi retrouve 
lorsque l'essai est effectue sur un transcrit de la version sauvage. Par contre, dans ce 
cas, il y a un fort clivage. Ce type de clivage se produit aussi a la position 713 ou 714 
ou au deux (la resolution de cette experience ne permet pas la visualisation au 
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nucleotide pres lorsque les deux nucleotides sont a la suite l'un de l'autre), ce qui 
vient appuyer le non-appariement de cette region dans TLC1 tel que stipule par le 
groupe de Lingner (Forstemann et Lingner, 2005). L'essai de clivage a la Rnase VI 
vient aussi renforcir cette hypothese puisqu'aucun clivage n'est retrouve dans la 
region 708 a 712. Un clivage par la Rnase VI est cependant recense aux positions 
716-723, 752-755 et 764-768. Ce profil de clivage est sensiblement le meme que 
celui retrouve pour la construction mini-tlcl et est en accord avec les resultats obtenus 
par le Dr. Alain Dandjinou lors de ses essais de Rnase H avec les oligonucleotides 
RH717, RH740 et RH761 (Dandjinou et al, 2004). 
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Figure 42: Cartographie par les Rnases Tl et VI de la version sauvage de TLC1. 
A) Reaction d'extension'd'amorce suite a une cartographie par Rnases migr6e sur un gel de 
polyacrylamide 12% en parallele avec une reaction de s&uiencage. Les pistes 1 et 2 repr&entent les 
contrSles usuels : un contr61e sans transcriptase inverse et un contrdle sans Rnase. Les pistes 3 et 4 
repr&entent les essais effectugs avec la Rnase Tl pendant 30 secondes et 3 minutes de facon 
respective. Les pistes 5 et 6 representent les essais effectues avec la Rnase VI pendant 30 secondes et 
2 minutes de facon respective. Les nucleotides/regions cliv6(e)s sont identifie(e)s par des chiffres en 
rouge. 1 correspond au clivage du nucleotide G762, 2 au G724, 3 au G712 ou G713 ou les deux, 4 au G708, 5 
aux positions 764 a 767, 6 aux positions 752 a 755, 7 aux positions 716 a 723. B) Representation 
schimatique des r&ultats obtenus suite a la cartographie. Triangle rouge fence" : clivage fort par la 
Rnase Tl. Triangle rouge p&le : clivage faible pas la Rnase Tl. Ligne rouge : region clive" par la Rnase 
VI. 
Lors de 1'execution de ces experiences, des donnees suggerant que, chez 
l'humain et Kluyveromyces lactis, la structure reconnue par la sous-unite catalytique 
de la telomerase serait une triple helice ont ete publiees (Shefer et al., 2007; Theimer 
et al, 2005). En analysant les nucleotides impliques dans cette interaction chez K. 
lactis et chez l'humain, il a ete souleve que, dans le cas de l'ARN de la telomerase 
chez S. cerevisiae, cette triple helice pourrait se former entre les nucleotides A792-796, 
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U747-751 et U734-738. Lorsque les resultats de la presente etude sont analyses en ce sens, 
il est possible de constater qu'aucun clivage n'est recense pour ces regions, et ce, tant 
dans le mini-tlcl que dans la version sauvage. En fait, l'essai avec la Rnase VI ne 
demontre pas que ces regions sont appariees et de plus, l'essai avec la Rnase Tl ne 
revele aucun G non-apparie. En somme, les resultats obtenus jusqu'a maintenant, lors 
de cette etude, viennent appuyer la possibilite d'une telle structure dans la version 
sauvage de TLC1. Des lors, afin d'etudier cette possibilite, des etudes in vivo ont €\€ 
entreprises et les constructions tlcl RMN 47nt et tlcl RMN 67nt ont ete effectuees. 
Ces constructions visaient a reduire la region de liaison de Est2p a sa plus simple 
expression ainsi qu'a verifier la capacite de survie des cellules afin de pouvoir 
determiner les nucleotides essentiels au fonctionnement de la telomerase. 
Ces constructions, sur le plasmide pADCEN65 (figures 33 et 34), ont d'abord 
ete transformers dans deux souches de levure: CSHY76 et YKF103. Les 
transformants positifs obtenus suite a la transformation dans CSHY76 ont ete 
microdisseques afin d'obtenir des souches de genotype tlcl A :: LEU2, rad52A v.TRPl. 
Par la suite, deux tests ont ete effectues afin de verifier la complementation de 
chacune des versions de tlcl presentes sur plasmide par rapport a la version sauvage. 
Premierement, avec les transformants provenant de la souche CSHY76 et possedant la 
construction tlcl RMN 47nt, des passages par striage sur petri ont ete effectues afin 
d'extraire de l'ADN de cellules ayant pousse environ 100 generations (une colonie 
dont le diametre est de 2 mm est considered comme ayant passe 20 generations). De 
cette fagon, le phenotype observe est seulement attribuable a la presence du plasmide 
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et non pas a une situation cellulaire quelconque presente juste avant la transformation. 
Par contre, les passages par striage n'ont pas pu etre faits avec la souche possedant le 
plasmide comportant la construction tlcl RMN 67nt puisque les cellules n'ont pas 
survecu assez longtemps. Les seuls echantillons d'ADN obtenus proviennent de 
cellules de 30 generations seulement. L'ADN a ete traite et un gel de telomeres a ete 
effectue afin d'apprecier le profil obtenu pour ces deux constructions (figure 43). Les 
controles usuels ont ete inclus dans cette experience: de l'ADN provenant d'une 
souche de type sauvage et d'une souche kuA (pistes 2 et 3 respectivement). L'ADN 
de type sauvage est inclus afin d'identifier la taille d'un fragment de restriction 
terminal (TRF) normal. Quant a l'ADN d'une souche kuA, il est inclu a titre de 
comparaison puisque les TRFs de ce type de souche sont connus comme etant courts 
(Porter et al, 1996). En observant les resultats, il est possible de constater que les 
TRFs des cellules possedant la construction tlcl RMN 47nt sont generalement 
semblables a ceux d'une souche kuA (piste 4,5,6 et 7 versus piste 2). Autrement dit, 
la longueur des TRFs est tres courte. D'ailleurs, lors des passages par striage les 
cellules avaient un peu de difficulte a croitre; plusieurs jours etaient necessaires par 
passage, mais les cellules survivent. Par contre, celles possedant la construction tlcl 
RMN 67nt n'arrivent pas a croitre plus de 40 generations et leur TRFs sont aussi tres 
courts (pistes 8 et 9). 
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Figure 43 : Verification de la taille des TRFs pour les constructions tlcl RMN 47nt et tlcl RMN 
67nt. 
A) 1 ng d'ADN digere" avec l'enzyme Xhol a 6t6 charge sur un gel 0.75% TBE et analyse" par migration 
pour ensuite 6tre transfer sur membrane de nitrocellulose et hybrids avec une sonde radiomarqu6e 
PCT300. Le r&ultat est visualise" sur un film Biomax MS. Piste 1 : marqueur de poids moteculaire 
« lkb ladder ». Piste 2 : ADN extrait d'une souche de type sauvage. Piste 3 : ADN extrait d'une 
souche kuA. Piste 4, 5, 6 et 7: ADN extrait de 4 clones indgpendants poss&lant le plasmide 
comportant la construction tlcl RMN 47nt. Piste 8 et 9 : ADN extrait de 2 clones inddpendants 
poss&lant le plasmide comportant la construction tlcl RMN 67nt. La ligne rouge pointill^e repr^sente 
la taille des TRFs de type sauvage et est incluse arm de faciliter la comparaison. B) Representation 
schematique de I'extr6mit6 d'un chromosome. La ligne rouge identifie les regions pouvant s'hybrider a 
la sonde utilised. 
Par la suite, les transformants positifs de la souche YKF103 ont servi a 
effectuer un essai de telomerase in vitro afin de verifier si la version de tlcl modifie 
permet une activite catalytique (figure 44). Tout d'abord, deux controles sont inclus 
dans cet essai: une souche ne possedant pas la version etiquetee de Est2p (TVL268, 
pistes 3 et 4)) et une souche transformee avec le plasmide pADCEN65 comportant la 
version sauvage de TLC1 (pADCEN65, pistes 5 et 6). Les resultats obtenus 
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concernant ces deux controles sont conformes a ce qui est attendu puisqu'aucune 
activite n'est presente dans la souche non etiquetee et qu'une activite est presente dans 
celle possedant la version sauvage de TLC1 sur plasmide (piste 4 versus piste 6). De 
plus, afin de s'assurer que l'activite est specifiquement due a la presence de l'ARN 
TLC1 de type sauvage ou modifie, pour chacune des souches testees, un echantillon a 
ete traite avec de la Rnase A (pistes 3, 5, 7, et 9). Comme aucun signal n'est observe 
dans ces pistes, l'essai est considere specifique. Les resultats de cet essai demontrent 
qu'aucune des deux constructions ne permet une activite telomerase in vitro 
detectable. Pour la construction tlcl RMN 67nt, ce type de resultat 6tait attendu 
puisque les cellules possedant cette version de tlcl ne peuvent pas survivre (piste 10). 
Par contre, une certaine activite telomerase etait attendue pour les cellules possedant 
la construction tlcl RMN 47nt puisqu'elles survivent (piste 8). Cette absence 
d'activite detectable est peut-etre due a une trop faible activite que ce type d'essai ne 
peut reveler. II est possible que la quantite de proteine sur laquelle est effectuee 
Pimmunoprecipitation (3 mg) ne soit pas assez importante pour reveler un faible 
signal. 
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Figure 44: Essai d'activite telomerase in vitro sur les constructions tlcl RMN 47nt et tlcl RMN 
67nt. 
La t61om6rase est partiellement purified a 1'aide de billes IgG sepharose et une extension d'amorce 
teiomerique est effecut6e a l'aide de [a-32P] dGTP et les echantillons sont migres sur un gel 12% 
polyacrylamide/8M ur^e. Les produits d'extension par la telomerase sont visualises a l'aide de 
l'appareil Storm Phosphorlmager. La piste 1 represente le contr61e interne, un oligonucleotide de 12nt 
radiomarque en 5'. Les pistes 2 et 11 represented le «+ 0 » de la reaction d'addition de la telomerase. 
Les pistes impaires, sauf la 1 et la 11, represented les echantillons ayant ete trails avec la rnase A. 
Les pistes 2 et 3 represented le controle negatif et 4 et 5 le contrdle positif. Les pistes 7 et 8, les 
souches possedant la construction tlcl RMN 47nt et les pistes 9 et 10 la construction tlcl RMN 67nt. 
Considerant que les souches possedant la construction tlcl RMN 47nt 
survivent, mais minimalement, d'autres constructions ont ete effectuees en se basant 
sur cette derniere afin d'essayer de trouver une version de tlcl qui complementerait 
encore plus. Des lors, les constructions illustrees a la figure 34 de la section 
« Materiels et methodes » ont ete faites. Dans la premiere construction, tlcl RMN 47-
4A, les 4 adenines des positions 786 a 789 ont ete enlevees puisque Phypothese d'une 
interaction entre ces A et les U des positions 727 a 730 ou 734 a 739, venant reduire la 
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possibility d'une interaction triple-helice avec Tune ou l'autre de cette serie de U, a 
ete emise. Dans la seconde construction, tlcl RMN 47sbb, les nucleotides formant la 
bulle dans laquelle les adenines aux positions 786 a 789 sont incluses a ete substitute 
par la sequence CCUCCU. De cette fagon, il sera possible de verifier si les A avaient 
reellement un role a jouer dans l'obtention d'une structure non propice a une activite 
telomerase in vivo optimale. La troisieme construction se nomme tlcl RMN 47TsU et 
sa principale caracteristique est qu'elle possede tous les U de la serie 725 a 730, 
contrairement a la construction tlcl RMN 47nt. Cette construction a ete creee afin de 
verifier si, dans un cas ou tous ces U sont presents, les cellules auraient plus de facilite 
a survivre. De plus, les constructions 4 et 5 ont ete effectuees afin de verifier si 
1' interaction entre les nucleotides A792.796, U747.751 et U734-738 serait favorisee en 
enlevant encore plus de U dans la region 725 a 730. Autrement dit, ces constructions 
vont permettre de verifier si une augmentation de la quantite de U present aux 
positions 725 a 730 vient troubler la formation potentielle de la triple helice tel 
qu'hypothetisee. Finalement, la construction tlcl RMN 47CACA a ete creee afin de 
verifier si une augmentation de la flexibilite de la structure pouvait engendrer une 
meilleure survie des cellules. 
Ces constructions ont d'abord ete transformees dans les souches diploi'des 
CSHY76 et YAD1. Ensuite, les transformants ont ete microdisseques afin d'obtenir, 
respectivement, les genotypes suivants: tlclA ;LEU2, rad52A v.TRPl et 
tlclA :XEU2, rad52A ::TRP1, ProA-Est2. Par la suite, les transformants obtenus 
provenant de la souche CSHY76 ont ete utilises pour faire un gel de telomeres afin de 
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verifier la taille de leurs TRFs (figures 45 et 46). A noter que de l'ADN a 6t& extrait 
des cellules de chacun des clones lorsque ceux-ci ont atteint 40 et 110 generations. 
Ceci permet de verifier s'il y a une evolution du phenotype observe dans le temps ou 
si le phenotype demeure le meme. De plus, chaque gel de telomeres comporte les 
controles usuels, soit de l'ADN extrait d'une souche de type sauvage et celui d'une 
souche kuA (pistes 2 et 3 respectivement). De plus, sur ces gels, de l'ADN extrait 
d'un clone possedant la construction tlcl RMN 47nt a aussi ete inclus afin de faciliter 
la comparaison (pistes 4 et 5). Tout d'abord, les TRFs de toutes les nouvelles 
constructions, a l'exception de tlcl RMN 47CACA, sont de plus grandes tailles que 
ceux de la construction tlcl RMN 47nt. Certains d'entre-eux possedent pratiquement 
une taille de type sauvage : tlcl RMN 47-4A et tlcl RMN 47-GUU (pistes 6, 7, 8 et 9, 
figures 45 et 46 respectivement). D'ailleurs, lorsque les passages par striage ont ete 
effectues, aucune des souches n'avait de probleme a croitre. Ces resultats portent a 
croire que certaines de ces constructions complementent tres bien la perte de la 
version sauvage de TLCl. Une chose etrange, cependant, la construction tlcl RMN 
47CACA aborde un profil ressemblant a un profil de survivant, ce qui est intriguant 
puisque le genotype de cette souche est suppose etre rad52A v.TRPl (pistes 14,15,16 
et 17, figure 46). Des lors, une verification par buvardage de type Southern a ete 
effectuee afin de confirmer la deletion du gene RAD52 (figure 47). Pour ce faire, un 
fragment de 200 nt complementaire a la region promotrice du gene RAD52 a ete 
radiomarque de fagon aleatoire avec du [a-32P] dCTP et a ete utilise comme sonde. 
Deux controles ont ete inclus dans ce test: de l'ADN d'une souche de type sauvage 
(piste 2) ainsi que de l'ADN d'une souche dont le gene RAD52 a subi une deletion 
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(piste 3). Le resultat est tres concluant: le gene RAD52 est reellement delete dans la 
souche possedant cette construction (pistes 4, 5 et 6). De plus, une verification par 
PCR a ete effectuee pour s'assurer que le gene RAD52 ne s'etait pas reintegre ailleurs 
dans le genome (figure 48). En plus d'etre effectue sur le l'ADN provenant de trois 
clones independants possedant la construction tlcl RMN 47CACA, la reaction de 
PCR a aussi ete faite sur deux types d'ADN controles: de l'ADN provenant d'une 
souche de type sauvage (piste 1) et de l'ADN provenant de trois clones independants 
d'une souche dont le gene RAD52 a subi une deletion (pistes 2, 3 et 4). Le resultat 
obtenu concernant les clones possedant la construction tlcl RMN 47CACA (pistes 5, 
6 et 7) demontre bien que le gene RAD52 est totalement absent. En somme, il semble 
que, meme dans le cas ou la proteine Rad52p est absente, la formation de survivants 
soit possible lorsque la telomerase est limitante et il appert que, dans le cas present, 
une augmentation de la flexibilite ne cause pas une meilleure viabilite. 
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Figure 45 : Verification de la taille des TRFs des constructions tlcl RMN 47-4A, tlcl RMN 47sbb 
et tlcl RMN 47TsU. 
A) 1 jig d'ADN dig6r6 avec l'enzyme Xhol a ete charge sur un gel 0.75% TBE et analyse" par migration 
pour ensuite etre transfer sur membrane de nitrocellulose et hybride avec une sonde radiomarqu6e 
PCT300. Le r^sultat est visualise sur un film Biomax MS. Pistes 1 et 19 : marqueur de poids 
moieculaire « lkb ladder ». Pistes 2 et 18 : ADN extrait d'une souche de type sauvage. Piste 3 : ADN 
extrait d'une souche AKu. Pistes 4 et 5 : ADN extrait d'un clone poss6dant le plasmide comportant la 
construction tlcl RMN 47nt apres 40 et 110 generations. Pistes 6, 7, 8 et 9 : ADN extrait de deux 
clones independants possedant le plasmide comportant la construction tlcl RMN 47-4A apres 40 et 110 
generations. Pistes 10, 11, 12 et 13 : ADN extrait de deux clones independants possedant le plasmide 
comportant la construction tlcl RMN 47sbb apres 40 et 110 generations. Pistes 14, 15, 16 et 17 : ADN 
extrait de deux clones independants possedant le plasmide comportant la construction tlcl RMN 47TsU 
apres 40 et 110 generations. La ligne rouge pointillee repr6sente la taille des TRFs de type sauvage et 
est incluse afin de faciliter la comparaison. B) Representation schematique de l'extremite d'un 
chromosome. La ligne rouge identifie les regions pouvant s'hybrider a la sonde utilisee. 
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Figure 46 : Verification de la taille des TRFs des constructions tlcl RMN 47-GUU, tlcl RMN 47-
GUUU et tlcl RMN 47CACA. 
1 ug d'ADN diger6 avecl'enzyme Xhol a ete charge sur un gel 0.75% TBE et analyst par migration 
pour ensuite Stre transfer sur membrane de nitrocellulose et hybride avec une sonde radiomarqu^e 
PCT300. Le r^sultat est visualise sur un film Biomax MS. Pistes 1 et 19 : marqueur de poids 
moleculaire « lkb ladder ». Pistes 2 et 18 : ADN extrait d'une souche de type sauvage. Piste 3 : ADN 
extrait d'une souche AKu. Pistes 4 et 5 : ADN extrait d'un clone possedant le plasmide comportant la 
construction tlcl RMN 47nt apres 40 et 110 generations. Pistes 6, 7, 8 et 9 : ADN extrait de deux 
clones independants possedant le plasmide comportant la construction tlcl RMN 47-GUU apres 40 et 
110 generations. Pistes 10, 11, 12 et 13 : ADN extrait de deux clones independants possedant le 
plasmide comportant la construction tlcl RMN 47-GUUU apres 40 et 110 generations. Pistes 14, 15, 
16 et 17 : ADN extrait de deux clones independants possedant le plasmide comportant la construction 
tlcl RMN 47CACA apres 40 et 110 generations. La ligne rouge pointiliee represente la taille des TRFs 
de type sauvage et est incluse afin de faciliter la comparaison. B) Representation schematique de 
l'extremite d'un chromosome. La ligne rouge identifie les regions pouvant s'hybrider a la sonde 
utilisee. 
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Figure 47 : Confirmation de la deletion du gene RAD52 dans la construction tlcl RMN 47CACA. 
A) 1 ng d'ADN dig6r6 avec l'enzyme Neil a 6t6 charge" sur un gel 0.75% TBE et analyst par migration 
pour ensuite §tre transfer^ sur membrane de nitrocellulose et hybrids avec une sonde radiomarqu^e 
compl&nentaire a la region promotrice du gene RAD52. Le r6sultat est visualise sur un film Biomax 
MS. Pistes 1 et 7 : marqueur de poids mol6culaire « lkb ladder ». Piste 2 : ADN extrait d'une souche 
de type sauvage. Piste 3 : ADN extrait d'une souche dont le gene RAD52 est d61ete\ Piste 4, 5 et 6 : 
ADN extrait des trois clones obtenus poss6dant la construction tlcl RMN 47CACA. B) Representation 
sch^matique illustrant le positionnement de la sonde utilised, en rouge. 
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Figure 48 : Verification d'une possible reinsertion du gene RADS2 dans le genome de la souche 
possedant la contraction tlcl RMN 47CACA. 
A) 15 uL de produit de PCR a 6te charge sur un gel et analyst par migration. Le resultat a ensuite et6 
r6\£l6 par coloration au bromure d'ethidium. Piste 1 : PCR effectue" sur de l'ADN extrait d'une souche 
de type sauvage. Pistes 2, 3 et 4 : PCR effectue' sur de l'ADN extrait de trois clones independants 
d'une souche dont le gene RAD52 est d£16te\ Pistes 5, 6 et 7 : PCR effects sur de l'ADN extrait de 
trois clones ind^pendants possedant la construction tlcl RMN 47CACA. Piste 8 : marqueur de poids 
moleculaire « lkb ladder ». B) Representation sch&natique de la reaction de PCR. 
Finalement, un essai d'activite de telomerase in vitro a aussi ete effectue, a 
partir des transformants provenant de la souche YAD1, afin de verifier s'il etait 
possible de constater visuellement une activite avec ces nouvelles constructions 
(figure 48). Cet essai comporte les controles usuels, soit une souche ne possedant pas 
la version non-etiquetee de Est2p (TVL268, pistes 4 et. 5) ainsi qu'une souche 
possedant une version sauvage de TLC1 sur plasmide (pADCEN65, pistes 2 et 3). La 
specificite de l'essai est toujours confirmee par la realisation de l'experience sur un 
echantillon de chaque souche prealablement traite a la Rnase A (pistes 2, 4, 6, 8, 10, 
12, 14 et 16). Considerant qu'aucun signal n'est obtenu dans ces pistes, il est possible 
de conclure que cet essai est specifique. Tel qu'attendu, un signal d'activite est 
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observe pour le controle positif dont Pechantillon n'a pas ete traite a la Rnase A (piste 
3). Ensuite, dans la majorite des cas, aucun signal d'activite n'est percu. Cependant, 
dans le cas des constructions tlcl RMN 47-4A et tlcl RMN 47-GUU, il est possible 
de voir de legeres bandes presentes dans l'echantillon non-traite a la Rnase A (pistes 7 
et 13 respectivement). Cette legere activite telomerase correle done avec le fait que 
ces deux constructions sont celles dont les TRFs se rapprochent le plus d'une taille de 
type sauvage. En ce qui concerne les constructions tlcl RMN 47sbb (piste 9), tlcl 
RMN 47TsU (piste 11) et tlcl RMN 47-GUUU (piste 15), aucun signal d'activite 
n'est perceptible. Ceci est probablement attribuable, dans ce cas encore, au fait que 
Pactivite est trop faible pour etre visualisee lors de cet essai. Une 
immunoprecipitation effectuee sur une plus grande quantite de proteine initiale (> que 
3 mg) pourrait peut-etre permettre la visualisation d'un signal d'activite telomerase. 
Finalement, aucun signal n'est present pour la construction tlcl RMN 47CACA (piste 
17). Bien que cette situation soit attendue, considerant que cette construction a plus 
de difficulte a survivre que la construction d'origine (tlcl RMN 47nt) puisqu'elle s'est 
dirigee vers la voie des survivants, et ce, malgre une absence de la proteine Rad52p, il 
est aussi probable qu'elle soit due au manque de sensibilite de la technique. 
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Figure 49 : Essai d'activite telomerase in vitro sur les constructions tlcl RMN 47-4A, tlcl RMN 
47sbb, tlcl RMN 47TsU, tlcl RMN 47-GUU, tlcl RMN 47-GUUU et tlcl RMN 47CACA. 
La telomerase est partiellement purifiee a l'aide de billes IgG sepharose et une extension d'amorce 
teiomerique est effecutee a l'aide de [a-32P] dGTP et les echantillons sont migres sur un gel 12% 
polyacrylamide/8M ur£e. Les produits d'extension par la telomerase sont visualises a l'aide de 
Pappareil Storm Phosphorlmager. La piste 1 repr^sente le controle interne, un oligonucleotide de 12nt 
radiomarque en 5'. La piste 18 represente le «+ 0 » de la reaction d'addition de la telomerase. Les 
pistes paires, sauf la piste 18, representent les echantillons ayant ete traites avec la Rnase A. Les pistes 
2 et 3 representent le contrdle positif et 4 et 5 le contr61e negatif. Les pistes 6 et 7, les souches 
possedant la construction tlcl RMN 47-4A, les pistes 8 et 9 la construction tlcl RMN 47sbb, les pistes 
10 et 11 la construction tlcl RMN 47Tsu, les pistes 12 et 13 la construction tlcl RMN 47-GUU, les 
pistes 14 et 15 la construction tlcl RMN 47-GUUU et les pistes 16 et 17 la construction tlcl RMN 
47CACA. Les * sont presents afin d'identifier la position des 16geres bandes observ6es. 
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DISCUSSION ET CONCLUSION 
Etude de l'extension simple brin telomerique dans une souche de levure cdcl3-lts 
L'objectif principal de cette etude etait de determiner si la degradation du brin 
C-riche engendree par la perte de fonction de protection des telomeres de la proteine 
Cdcl3p est presente tout au long du cycle cellulaire ou plus particulierement durant 
une ou certaines phases. Les differents resultats recoltes tendent a montrer que, dans 
une souche ou la proteine Cdcl3p est deficiente a temperature restrictive, le premier 
passage dans la phase S est necessaire a 1'amorce de la degradation et que celle-ci 
semble s'effectuer durant la phase G2/M du cycle cellulaire. Bien sur, le profil global 
obtenu est different d'une souche a l'autre. 
Les resultats obtenus, suite a l'experience d'arret et relachement a 37°C, pour 
une souche de type sauvage suggerent la presence d'une tres faible quantite d'ADN 
simple brin au telomere. En fait, lors de l'essai qualitatif, un signal d'ADN simple 
brin peu perceptible a ete observe tout au long de Pechantillonnage (figure 19). De 
plus, une intensite semblable a aussi ete obtenue lors de la reprise de l'essai dans le 
but de quantifier le signal (figure 22). Par contre, aucune quantification n'a pu etre 
effectuee pour cette souche puisqu'il y a eu une perte d'ADN lors de la denaturation 
du gel. Cependant, lors de l'essai qualitatif, le gel denature demontrait bel et bien que 
de l'ADN avait ete charge sur gel (figure 19). Bien entendu, il a ete impossible 
d'affirmer si le signal, bien que tres faible, variait au cours de l'experience, mais cette 
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faible quantite de signal concorde neanmoins avec ce qui etait.attendu. Considerant 
que cette souche possede une proteine Cdcl3p de type sauvage, il aurait ete tres 
surprenant que celle-ci ne puisse s'acquitter de ses fonctions correctement meme a 
37°C. Par contre, il est connu que la longueur de l'extension simple brin telomerique 
varie au cours du cycle cellulaire, et ce, meme dans un contexte de type sauvage. En 
fait, il a ete demontre precedemment que l'extension G-riche simple brin comporte 
une quantite de bases superieure ou egale a 30 lorsque les cellules se situent en fin de 
phase S (Wellinger et al, 1993). II est difficile d'affirmer que cette variation est 
presente ici, il aurait probablement fallu qu'une quantification du signal simple brin 
soit effectuee pour l'observer. 
Lorsque cette experimentation est effectuee avec une souche de levure cdcl3-
lts, RAD9, la premiere difference observee est 1'augmentation considerable du signal 
simple brin au telomere. En fait, l'essai qualitatif montre bien qu'il y a beaucoup plus 
de signal d'ADN simple brin retrouve dans cette souche lorsqu'elle est transferee a 
37°C que pour la souche de type sauvage (figure 20). Cette difference de signal n'est 
pas surprenante sachant que l'allele cdcl3-lts n'est pas en mesure de proteger 
convenablement le telomere lorsqu'il est expose a une temperature superieure a 25 °C 
(puisque la proteine Rad9p est presente dans ce cas). D'ailleurs, une intensite 
importante de signal est aussi retrouvee lors de l'essai quantitatif (figure 23). Cet 
essai revele une augmentation constante du signal tout au long de 1'experience et ce, 
malgre le fait que les profils FACS indiquent un arret dans la phase G2 du cycle 
cellulaire (figures 23 et 24). Normalement, cet arret s'effectue dans le but de reparer 
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les dommages, mais tel qu'enonce dans la partie «Introduction » de ce memoire, dans 
un allele cdcl3-lts certaines exonucleases sont capables de passer la barriere produite 
par Rad9p. Des lors, il se produit exactement ce qui est observe : une augmentation 
continue de la quantite d'ADN simple brin detecte au telomere malgre l'activation 
d'une cascade d'evenements menant generalement a la reparation des dommages. II 
est aussi possible de constater qu'au debut de l'experience, la quantite de dommages 
retrouves au telomere n'est pas tres importante et que ce n'est qu'apres environ 45 
minutes a temperature restrictive qu'une augmentation considerable de la quantite 
d'ADN simple brin est detectee (figure 24). Cette faible quantite d'ADN simple brin 
est simplement due au fait qu'a ce moment de l'experience pratiquement toutes les 
cellules sont en phase Gl et qu'il a ete demontre que dans cette phase, le signal 
d'ADN simple brin normalement percu est tres faible (Larrivee et al, 2004; 
Vodenicharov et Wellinger, 2006). De plus, il a aussi ete demontre qu'un premier 
passage en phase S du cycle cellulaire est requis pour que le processus de degradation 
de brin C-riche s'amorce (Vodenicharov et Wellinger, 2006). C'est d'ailleurs suite a 
ce premier passage de la phase S (a 45 min) que la quantite de signal simple brin 
retrouvee au telomere augmente considerablement. En somme, dans une souche 
cdcl3-lts, RAD9, le signal correspondant a de l'ADN simple brin retrouve au telomere 
augmente de fa§on importante suite au premier passage des cellules dans la phase S 
du cycle cellulaire et ne cesse d'augmenter par la suite, malgre un arret dans la phase 
G2 pour permettre la reparation. 
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Quant aux resultats obtenus avec la souche cdclS-1s, rad9A, ils montrent aussi 
une hausse importante du signal simple brin a temperature restrictive 
comparativement a une souche de type sauvage, ce qui est toujours conforme aux 
resultats attendus (figures 21 et 25). De fagon qualitative, aucune difference ne peut 
etre etabli entre ces resultats et ceux obtenus pour une souche possedant la proteine 
Rad9p. Par contre, la quantification tend a montrer la presence d'une variation 
interessante (figure 26). Effectivement, lorsque les cellules passent dans la phase S du 
cycle cellulaire, une diminution du signal est observee, suivie d'une augmentation 
lorsque ce passage est termine. Cette augmentation du signal correspondant a la 
quantite d'ADN simple brin au telomere est attendue puisqu'il a ete demontre, tel que 
specifie precedemment, que c'est a cette etape du cycle cellulaire que les 
exonucleases sont actives (Vodenicharov et Wellinger, 2006). Quant a la diminution 
observee, bien qu'intrigante, elle trouve probablement son explication dans le fait que 
l'ADN est replique durant cette phase du cycle cellulaire. II est possible de penser 
que le brin C-riche degrade est allonge par la machinerie de replication 
conventionnelle lors de la replication, son brin matrice etant intact, et que, 
consequemment, le signal simple brin au telomere diminue. A ce moment, il est 
logique de se demander pourquoi alors, de facon globale, le signal d'ADN simple brin 
retrouve au telomere ne cesse de s'intensifier au lieu qu'un equilibre s'etablisse entre 
la degradation et la reparation lors de la replication. La plus simple explication est 
que, tout simplement, le processus de degradation soit plus imposant que celui de la 
reparation effectuee lors du passage de la fourche de replication. D'ailleurs, dans les 
deux experiences effectuees, la diminution de signal notee lors du second passage en 
146 
phase S ne ramene pas la quantite d'ADN simple brin jusqu'au niveau initialement 
quantifie. Des lors, cette observation appui l'hypothese que le processus de 
degradation soit plus efficace et aussi le fait que cette souche finira par mourir si elle 
demeure a temperature restrictive, la degradation ayant atteint des genes essentiels. 
En outre, il est possible de remarquer que lorsque l'experience est effectuee avec cette 
souche, la quantite de signal simple brin est aussi tres faible au debut de l'experience, 
probablement pour les memes raisons qu'enoncees ci-haut (figure 26). Globalement, 
il est possible d'observer que 1'augmentation du signal simple brin retrouve au 
telomere, dans une souche de levure cdcl3-lts, rad9A, correspond au passage des 
cellules dans la phase G2/M du cycle cellulaire tel que publie recemment par notre 
laboratoire (Vodenicharov et Wellinger, 2006) et que, dans ce cas aussi, un premier 
passage dans la phase S est necessaire a 1'amorce du processus de degradation. 
De plus, lors de ce projet, une analyse de la quantite de proteine Cdcl3p et 
Cdcl3-lp presente dans les levures, lorsqu'elles sont synchronisers dans differentes 
phases du cycle cellulaire et aussi lorsqu'elles sont asynchrones, a ete effectuee. 
L'objectif de cette analyse etait de s'assurer que les phenotypes observes pour les 
souches portant Pallele cdcl3-lts n'etaient pas du a la degradation de la proteine, mais 
bien a la perte de sa fonction de protection. En fait, tel qu'enonce dans la partie 
« Resultats » de ce memoire, un article demontrant que les proteines produites a partir 
de certains alleles thermosensibles, dont Cdcl3-lp, etaient degradees par un systeme 
de controle de la qualite lorsqu'elles etaient exposees a temperature restrictive a ete 
publie en 2005 (Gardner et al, 2005). Les resultats presentes ici demontrent 
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cependant qu'il n'y a pas de variation significative de la quantite de proteine Cdcl3-
lp presente pour une culture de levure asynchrone incubee a temperature restrictive, 
et ce, jusqu'a 3 heures (figure 29). Des lors, il est possible d'affirmer que les 
phenotypes observes precedemment ne sont pas relies a l'absence de la proteine 
Cdcl3-lp, mais bien a la perte de sa fonction de protection. La difference entre les 
resultats de la presente etude et celle effectuee par le groupe de recherche du Dr. 
Gottschling est probablement due au fait, qu'ici, aucune cycloheximide n'a ete ajoutee 
dans les cultures. En fait, les essais publies ont ete effectues en presence de 
cycloheximide, un compose chimique inhibant le renouvellement des proteines. 
Ainsi, il appert que lorsque le renouvellement des proteines s'effectue normalement, 
aucune perte significative de proteine Cdcl3-lp n'est observee. Par contre, lorsque la 
culture est arretee dans la phase Gl ou S du cycle cellulaire, un baisse de la quantite 
de proteine Cdcl3-lp est observee (figure 28). Cette variation n'affectant pas les 
resultats obtenus lors des essais d'arret et relachement a 37°C, puisque les cultures 
cyclent alors normalement, elle n'a pas ete considered. D'ailleurs, d'autres travaux 
dans notre laboratoire ont montre qu'aucun dommage ne survient lorsqu'une souche 
portant l'allele cdcl3-lts est synchronisee dans la phase Gl ou S du cycle cellulaire et 
exposee a temperature restrictive pendant plusieurs heures demontrant ainsi que cette 
baisse de la quantite de proteine n'a pas d'impact sur la quantite de dommages 
presents au telomere (Vodenicharov et Wellinger, 2006). Par contre, la baisse 
observee dans la phase Gl peut sans doute s'expliquer par le fait que la presence de la 
proteine Cdcl3-lp est moins necessaire, puisque normalement aucune degradation 
n'est observee lorsque la cellule est arretee dans cette phase a temperature restrictive. 
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Des lors, peut-etre que celle-ci est plus vulnerable d'etre degradee parce que la cellule 
n'en a pas reellement besoin pour proteger ses telomeres. Quant a la diminution 
retrouvee lorsque les cellules sont synchronisers dans la phase S, Phypothese que le 
passage des fourches de replication necessite un deplacement de la proteine Cdcl3-lp, 
devenant ainsi plus vulnerable a la degradation via le systeme de controle de la qualite 
lie a Sanlp, peut etre envisagee. Finalement, ce projet semble montrer qu'un premier 
passage dans la phase S du cycle cellulaire est necessaire pour que la degradation du 
brin C-riche debute et que cette degradation s'effectue lors du passage des cellules 
dans la phase G2/M du cycle cellulaire. D'ailleurs, des donnees publiees par notre 
laboratoire, posterieurement a ce projet, ont demontre cette observation 
(Vodenicharov et Wellinger, 2006). 
Determination de la structure secondaire de la region pseudonoeud de l'ARN de 
la telomerase chez 5. cerevisae. 
L'objectif principal de cette etude etait de determiner la structure secondaire 
de la region de TLC1 se liant a la sous-unite catalytique de la telomerase et 
considerant les differentes observations effectuees concernant d'autres organismes, tel 
Phumain et Tetrahymena thermophila, Phypothese primaire emise etait que cette 
structure soit un pseudonoeud (Gilley et Blackburn, 1999; Tzfati et al, 2003). Tout 
d'abord, les resultats obtenus suite au clivage a la Rnase H montrent que le transcrit 
mini-tlcl semble aborder une structure secondaire tres semblable a cette region de la 
version sauvage de TLC1. En fait, en comparant les profils de clivage obtenus pour le 
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mini-tlcl a ceux que le Dr. Dandjinou avait obtenu pour TLC1 (Dandjinou et al, 
2004), il est possible de constater qu'en regie generale les resultats concordent. 
Lorsque le transcrit de mini-tlcl est mis en contact avec un oligonucleotide 
complementaire a la region matrice de TLC1, le RH459, la presence d'un clivage est 
observe tant en conditions natives qu'en conditions denaturantes. La similitude de 
l'intensite du clivage obtenu avec 1'oligonucleotide RH459 dans les deux conditions 
experimentales demontre que cette region est fortement accessible lors du repliement 
du transcrit (piste 2 versus piste 3, figure 37) comme dans la version sauvage de 
TLC1 (Dandjinou et al, 2004). De plus, le non-appariement de cette region est aussi 
appuye par son accessibilite a etre modifie par le dimethyl sulfate (DMS), un compose 
chimique qui vient aj outer un groupement methyl aux positions N-l des residus 
adenine et N-3 des residus cytosine lorsque ceux-ci ne sont pas apparies (Forstemann 
et Lingner, 2005; Zaug et Cech, 1995). Par la suite, si le transcrit correspondant a 
mini-tlcl est mis en contact avec 1'oligonucleotide RH717 en conditions natives, 
aucun clivage n'est obtenu (piste 4, figure 37). Ce resultat est conforme a celui 
obtenu pour la version sauvage de TLC1, ou seul un leger clivage avait ete observe, et 
montre que cette region du mini-tlcl est appariee (Dandjinou et al, 2004). D'ailleurs, 
bien que le A723 soit accessible au DMS, le A7ig ainsi que le C721 ne le sont pas, ce qui 
vient aussi appuyer le resultat obtenu (Forstemann et Lingner, 2005). Par contre, un 
clivage aurait du etre observe en conditions denaturantes (piste 5, figure 37). En fait, 
il semble que cette region soit tres stable puisqu'une denaturation de 4 minutes a 
100°C n'est pas suffisante pour permettre son desappariement et consequemment sa 
liaison avec 1'oligonucleotide. Quant a la region complementaire a 1'oligonucleotide 
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RH740, elle semble appariee puisqu'en conditions natives, seul un leger clivage est 
obtenu (piste 6, figure 37). Ce resultat Concorde avec ceux observes dans le cas de la 
version sauvage de TLC1, puisqu'un leger clivage avait aussi ete obtenu suite a un 
essai de Rnase H et que cette region n'est pas accessible au DMS (Dandjinou et al, 
2004; Forstemann et Lingner, 2005). Quant a Pessai en conditions denaturantes, le 
meme profil de clivage est obtenu mais de fagon plus accentuee, tel qu'attendu (piste 
7, figure 37). Lorsque l'essai de Rnase H est effectue en presence de 
1'oligonucleotide RH761, aucun clivage n'est obtenu en conditions natives 
contrairement a ce qui avait ete observe sur la version sauvage (piste 8, figure 37). En 
fait, la version sauvage de TLC1 est clivee de facon moderee dans ces conditions. II 
est possible de penser que cette difference reside dans le fait que la version mini-tlcl 
est beaucoup plus stable que la version sauvage. Considerant que la version sauvage 
soit plus dynamique, flexible, il est possible qu'une partie des transcrits puissent etre 
liee par 1'oligonucleotide et subisse un clivage. II en resulterait alors un clivage 
partiel, tel qu'observe. Par contre, Panalyse par DMS publiee par le groupe de 
Lingner demontre que cette region est inaccessible (Forstemann et Lingner, 2005). 
En fait, aucune des A ou des C presentes dans cette zone n'est modifiable par le DMS. 
Cette situation est facilement explicable puisque cette analyse a ete effectuee dans un 
contexte ou Est2p est lie a TLC1. Alors, il est possible que la liaison de Est2p a 
TLC1 empeche ces nucleotides d'etre accessibles au DMS. En conditions 
denaturantes, un profil de clivage est obtenu tel qu'attendue puisque la liaison de 
1'oligonucleotide avec sa region complementaire est forcee (piste 9, figure 37). Les 
resultats obtenus lors de l'utilisation de l'oligonucleotie RH765 sont semblables a 
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ceux attendus, puisqu'un profil de clivage est clairement illustre, tant en conditions 
natives que denaturantes (pistes 10 et 11, figure 37). Lors de l'essai sur la version 
sauvage de TLC1, un clivage fort avait aussi ete obtenu en conditions natives. Cette 
region est done non-appariee, tant dans la version mini que dans la version sauvage de 
TLC1. Cet enonce est aussi appuye par 1'analyse d'accessibilite au DMS puisque les 
nucleotides A773, C774 et C777 sont accessibles et, des lors, considered non-apparies 
(Forstemann et Lingner, 2005). Ensuite, un test de Rnase H a aussi ete effectue avec 
un oligonucleotide complementaire a la region 710 de TLC1 sur mini-tlcl et demontre 
que cette region est appariee, car aucun clivage n'est obtenu en conditions natives 
(figure 38). Cette region n'ayant pu etre testee sur la version sauvage de TLC1, faute 
de pouvoir creer un oligonucleotide assez specifique, les resultats ne peuvent pas etre 
compares. Par contre, des analyses au DMS montrent que les nucleotides sont non-
apparies (Forstemann et Lingner, 2005). Gette difference tend a montrer que le 
repliement de la version mini-tlcl n'est pas identique a celle de la version sauvage et 
que la formation de la tige V, probablement absente dans la version sauvage de TLC1, 
est favorisee dans la version mini. Cependant, la majorite des resultats obtenus 
concordants, le repliement de mini-tlcl semble etre tres similaire a celui de la version 
sauvage. 
Cette similarite de structure a aussi ete appuyee par une cartographie a l'aide 
des Rnases Tl et VI. Effectivement, les resultats obtenus suite a cette analyse se 
ressemblent beaucoup. Un clivage par la Rnase Tl est observe pour le G708, le G724 et 
le G762 dans les deux versions de TLC1 (figures 41 et 42). L'intensite du clivage du 
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G708 n'est cependant pas la meme dans les deux cas: le clivage est plus important dans 
la version sauvage de TLC1, ce qui peut s'expliquer encore ici par une stabilite plus 
grande de la version mini-tlcl. D'ailleurs, l'absence d'un clivage aux positions 712 
ou 713 (ou les deux) dans la version mini-tlcl peut aussi etre due a une structure plus 
stable. Effectivement, si la structure de la version sauvage de TLC1 est plus flexible, 
ces nucleotides seront plus facilement accessibles a la Rnase Tl . Quant au profil de 
clivage obtenu avec la Rnase VI, il est aussi assez similaire : les regions pres des 
positions 720, 755 et 765 semblent appariees dans les deux cas (figures 41 et 42). 
Evidemment, les profils de clivage ne sont pas parfaitement identiques, dans certains 
cas un nombre de nucleotides plus nombreux semblent etre clive ou encore le site de 
clivage n'est pas tout a fait au meme endroit. Tel qu'explique precedemment, les 
profils obtenus suite au clivage avec la Rnase VI ne sont pas aussi clairs que ceux 
obtenus avec la Rnase Tl puisque la Rnase VI n'a pas de specificite de nucleotide. 
Les resultats identifies etant la meilleure approximation possible de la realite, il est 
possible d'affirmer que les deux versions de TLC1 possedent un profil de clivage tres 
similaire. Quant a l'hypothese de la formation d'un pseudonoeud entre les tige-
boucles V et VI, les resultats obtenus semblent montrer, du moins pour la version 
sauvage, que ce pourrait etre possible puisque la cartographie a la Rnase VI demontre 
un appariement dans ces deux regions (figure 42). 
Malgre que la version de mini-tlcl possede une structure similaire a la version 
sauvage, les analyses n'ont pas ete poussees plus loin, car celles-ci ont ete dirigees 
vers la possibilite de la formation d'une triple helice au site de liaison de la 
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telomerase. L'existence d'une telle structure ayant ete soulevee chez K. lactis et 
demontree pour l'ARN humain, l'hypothese d'une triple helice formee entre les 
nucleotides A792.796, U747-751 et U734.738 chez 5. cerevisiae a ete formulee. Cette 
hypothese s'appuie sur le fait qu'une substitution des A792-796 ou des U747.751 par une 
sequence empechant la tige d'etre formee vient diminuer la liaison de Est2p de facon 
significative et engendre une diminution importante de la taille des telomeres (Lin et 
ah, 2004). De plus, une diminution majeure de la taille des telomeres est aussi 
observee lorsque les nucleotides 732 a 736 subissent une substitution (Lin et al, 
2004). Cette hypothese est aussi appuyee par les resultats de cartographie telle 
qu'enonce precedemment. En fait, aucun clivage n'a ete obtenu pour ces regions; ni 
par la Rnase VI, ni par la Rnase Tl (figure 41). II est vrai qu'il n'y a aucun G qui se 
trouve directement dans la zone supposee former une triple helice et qu'il serait 
possible de penser qu'un clivage par la Rnase Tl pourrait s'effectuer. Par contre, 
considerant Pencombrement sterique que doit creer la formation de ce type d'helice, il 
est probablement logique de ne retrouver aucun clivage, et ce meme dans le cas ou ces 
G seraient reellement non-apparies. Quant a la Rnase VI, il est improbable qu'elle 
puisse effectuer un clivage sur une triple helice puisque cette forme d'helice n'a pas 
du tout la meme apparence spatiale qu'une double helice. 
Les resultats obtenus a partir des deux premieres constructions analysees, tlcl 
RMN 47nt et tlcl RMN 67nt, montrent clairement que la formation de la structure 
necessaire a la liaison de la sous-unite catalytique de la telomerase, hypothetisee 
comme etant une triple helice, n'a pas lieu correctement dans les deux cas. En fait, les 
154 
cellules possedant la construction tlcl RMN 47nt survivent de fagon basale tandis que 
celles possedant la version tlcl RMN 67nt n'arrivent pas a survivre. Ces deux 
constructions entrainent, de fa§on generate, une diminution marquee de la longueur 
des telomeres et aucune activite telomerase ne peut etre detectee lors d'un essai in 
vitro (figures 43 et 44). Dans le cas de la construction tlcl RMN 47nt, il est possible 
que la formation adequate de la triple helice tel qu'hypothetisee soit contrecarree par 
la presence des A786-789 ainsi que des 17727-730- En fait, il est envisageable que les A786-
789 puissent venir interagir avec quelques-uns des U734.738 et ainsi empecher la 
formation convenable de la triple helice. II est aussi probable que ces memes A 
puissent interagir avec les U727-730 et que la formation de la triple helice soit reduite 
par manque de flexibilite de la structure. Considerant que la structure serait assez 
flexible pour former neanmoins la triple helice, un encombrement sterique forme par 
1'interaction des A786-789 avec les U727-730 pourrait aussi venir expliquer une liaison 
non-optimale de Est2p. De plus, il est aussi possible qu'une tentative de former cette 
triple helice soit executee entre les A792-796, les U747.751 et les 11727.730- La triple helice 
resultant de cette liaison pourrait etre partiellement fonctionnelle et venir expliquer 
pourquoi la construction tlcl RMN 47nt mene a une survie minimale des cellules. 
D'ailleurs il a deja ete observe que suite a une substitution des nucleotides 732 a 736, 
la longueur des telomeres diminuait mais les cellules survivaient, appuyant ainsi la 
supposition qu'une triple helice partiellement fonctionnelle puisse s'etablir entre les 
A792-796J les U747.751 et les U727-730 (Lin et ai, 2004). Cette meme tentative de triple 
helice peut aussi se former dans la construction tlcl RMN 67nt, mais considerant que 
cette version de TLCL ne complemente pas du tout, autre chose doit se passer 
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expliquant la mort des cellules. En effet, cette construction possede des A de plus aux 
positions 758 et 759 ainsi qu'aux positions 788 a 792 qui peuvent venir interagir avec 
les U727-730 ou les U734.738 resultant en plusieurs differentes possibilites d'interactions. 
Ces possibilites d'interactions sont probablement responsables de la difference de 
phenotype observee entre ces deux constructions. 
Des lors, d'autres constructions ont ete elaborees en tenant compte de ces 
possibilites et les resultats obtenus sont des plus encourageants. Bien entendu, ils ne 
peuvent prouver la reelle existence d'une telle triple helice, mais appuient neanmoins 
cette suggestion. En fait, lorsqu'une analyse de la longueur des telomeres provenant 
des souches de levure possedant ces differentes versions de TLC1 est effectuee, il en 
ressort que la majorite de ceux-ci est allongee par rapport a ceux obtenus avec la 
construction tlcl RMN 47nt (figures 45 et 46). Plus en details, deux de ces 
constructions, tlcl RMN 47-4A et tlcl RMN 47-GUU, sont particulierement 
interessantes puisqu'en plus de voir leurs telomeres allonges considerablement, une 
faible activite de telomerase peut etre detectee in vitro (figure 49). La premiere de ces 
deux constructions, tlcl RMN 47-4A, a ete creee precisement pour verifier la 
possibilite que la presence des A786.789 puissent venir contrecarrer la formation de la 
triple helice chez la construction tlcl RMN 47nt et les phenotypes observes appuient 
grandement cette possibilite. Quant a la construction tlcl RMN 47-GUU, elle a ete 
elaboree afin de verifier si la presence des U727-730 ne viendrait pas interagir avec les 
A792-796 et les U747.751 pour tenter de former une triple helice. En fait, si cette 
suggestion s'avere veridique, une diminution de la quantite de U presents aux 
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positions 727 a 730, devrait engendrer une reduction de l'interaction hypothetique et 
une augmentation de l'interaction desiree. C'est d'ailleurs ce qui semble se produire 
selon les resultats obtenus. Cependant, les conclusions a tirer ne sont pas si directes. 
Effectivement, en ce qui concerne la possibility que les A786-789 puissent venir 
cohtrecarrer la formation de la triple helice chez la construction tlcl RMN 47nt, il 
semble bien qu'ils aient un role a jouer, mais lorsque ceux-ci sont substitues au lieu 
d'etre completement elimines, une augmentation de la taille des telomeres est 
observee (figure 45). Par contre, elle n'est pas aussi importante que lorsqu'ils sont 
absents et, de plus, aucune activite telomerase n'est percue in vitro (figure 49). Ces 
resultats, obtenus avec les cellules comportant la construction tlcl RMN 47sbb, 
montrent que la presence meme de nucleotides a cet endroit a un impact sur la 
formation de la structure permettant une activite telomerase optimale. II est possible 
que l'elimination de ces nucleotides, en plus d'empecher une interaction indesirable, 
vienne engendrer un changement positif de structure, ou encore diminuer 
l'encombrement sterique, favorisant ainsi l'etablissement d'une triple helice pouvant 
mieux lier la sous-unite catalytique de la telomerase. Quant a 1'augmentation de 
l'interaction triple helice desiree provenant de la diminution des U situes aux 
positions 727 a 730, il semble aussi que ce ne soit pas si clair. En fait, lorsqu'en plus 
d'enlever les U aux positions 727 et 728, le U a la position 729 est elimine, une perte 
de la faible activite telomerase prealablement observee survient (piste 13 versus piste 
15, figure 49). Bien que la taille des telomeres de cellules possedant la construction 
tlcl RMN 47-GUUU soit plus longue que celle des cellules possedant la construction 
tlcl RMN 47nt, elle est sensiblement plus courte que celle des cellules possedant la 
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construction tlcl RMN 47-GUU (figure 46). Des lors, il semble que Pelimination de 
ce U supplemental mene a un changement structurel qui diminue l'efficacite de 
formation de la triple helice. II est aussi probable que la diminution substantielle des 
U727-730 favorise maintenant une certaine interaction entre les U734.738 et les A786-789 qui 
serait neanmoins plus faible que celle possible dans la construction tlcl RMN 47nt. 
Parallelement, lorsque tous les U de la region 725 a 730 sont presents, une situation 
similaire se presente. En fait, la faille des telomeres est superieure a celle retrouvee 
chez les cellules possedant la version tlcl RMN 47nt de l'ARN de la telomerase mais 
aucune activite telomerase n'est perceptible lors d'un essai in vitro (figures 45 et 49). 
Ces resultats peuveht s'expliquer par une possible formation de la triple helice entre 
les U725-730, les A792.796 et les U747.751 compte-tenu que le phenotype observe est 
similaire a celui obtenu lorsque les nucleotides 732 a 736 sont substitues (Lin et al, 
2004). Le fait que tous les U de cette region sont maintenant presents pourrait mener 
a la formation d'une triple helice un peu plus fonctionnelle que celle suggeree pour la 
construction tlcl RMN 47nt mais moins optimale que celle hypothetisee entre les 
A792-796, les U747.751 et les U734-738, expliquant ainsi l'allongement de la taille des 
telomeres observee mais l'absence d'activite telomerase perceptible in vitro. De plus, 
il est aussi probable que la presence de tous les U de la region 725 a 730 engendre une 
interaction plus intense avec les A786-789 et vienne diminuer la formation adequate de 
la triple helice ou la liaison de Est2p a son ARN matrice a cause de l'encombrement 
sterique. 
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Quant a la derniere construction analysee, des resultats totalement surprenants 
ont ete obtenus. En fait, Panalyse de la taille des telomeres des cellules possedant 
cette construction a revele un profil telomerique typique des survivants de type I, ce 
qui etait particulierement intriguant puisque cette souche de levure n'etait pas censee 
contenir la proteine Rad52p, normalement essentielle au passage des cellules a l'etat 
de survivant (pistes 14, 15, 16 et 17, figure 46). Apres verification, il s'avere que le 
gene RAD52 est reellement absent de sa localisation genomique normale (figure 47). 
De plus, une verification de sa possible integration ailleurs dans le genome a aussi ete 
effectuee et le resultat obtenu confirme bien 1'absence complete du gene RAD52 du 
genome de cette souche (figure 48). Ce resultat soutient, par consequent, la 
possibilite qu'il existe une voie pour devenir un survivant qui est independante de la 
proteine Rad52p dans un tel contexte cellulaire. En fait, un groupe de recherche a 
deja obtenu des survivants independants de la proteine Rad52p, mais en absence de la 
proteine Exolp, la principale exonuclease impliquee dans la degradation des 
telomeres (Maringele et Lydall, 2004). Ces survivants sont caracterises par la perte 
pratiquement complete de leurs telomeres ainsi que de leurs elements sous-
telomeriques et par une conservation de leurs genes essentiels via la creation de larges 
palindromes. Ce profil chromosomique ne ressemble pas du tout a celui presente ici, 
puisque le profil presente par les cellules possedant la construction tlcl RMN 
47CACA demontre la retention des sequences telomeriques (figure 46). 
II est bien connu que la voie des survivants repose sur les evenements de 
recombinaison homologue (Chen et al, 2001; Le et al, 1999; Lundblad, 2002). 
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Rad52p, l'element cle de ce phenomene, etant absent, il est possible de penser que les 
evenements de recombinaison homologue se produisant dans cette souche bien 
particuliere repose sur la proteine Rad51p, aussi impliquee dans la recombinaison 
homologue, mais normalement dependante de Rad52p. En fait, Rad52p est impliquee 
dans la liaison de Rad51p au site de dommage, mais ensuite elle n'est plus necessaire 
et c'est Rad51p et ses partenaires (Rad55p, Rad57p et Rad54p) qui s'assurent que la 
recombinaison se fait correctement (revue dans (Krogh et Symington, 2004)). Des 
lors, le recrutement de Rad51p au site de dommage peut possiblement etre effectue 
par un autre facteur encore inconnu. En somme, considerant que la version classique 
des survivants de type I ne possede pas la telomerase, il appert que cette version de 
TLC1 est encore moins fonctionnelle que la construction tlcl RMN 47nt puisque les 
cellules possedant cette construction ont encore plus de difficulte a survivre. 
Plusieurs tests pourraient s'averer interessants a effectuer sur cette souche dont 
l'introduction de RAD52 sur plasmide pour voir s'il ne serait pas possible de constater 
une augmentation de 1'amplification des regions Y' dans le temps. II serait aussi 
intriguant de verifier si ce phenomene est reversible en introduisant une version 
sauvage de TLCl. De plus, il serait interessant d'eliminer differents genes 
normalement impliques dans la voie des survivants de type I dont RAD51, RAD54 et 
RAD57 afin de verifier leur implication dans ce phenomene. En outre, une 
verification de la liaison entre Est2p et des differentes composantes de la telomerase 
par immunoprecipitation (avec une souche comportant une version etiquettee de 
Est2p) pourrait aussi apporter des informations pertinentes, du moins en ce qui 
concerne la liaison entre Est2p et la version modifiee de TLCl. Finalement, il serait 
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particulierement intriguant de transformer ce plasmide dans une souche dont la 
proteine Est2p est catalytiquement inactive en parallele avec une souche dont la 
proteine Est2p est completement absente afin de verifier premierement si la presence 
de Est2p a un impact sur le phenotype observed, mais aussi si son activite catalytique 
est impliquee d'une quelconque facon dans le processus. 
En somme, bien que les resultats obtenus ne peuvent prouver hors de tout 
doute que la structure reconnue par Est2p chez TLC1 soit une triple helice et que cette 
triple helice soit formee entre les A792-796, les U747-751 et les U734-738, ils montrent 
neanmoins que cela est tres probable et demontrent que le site de liaison de Est2p 
n'est pas un pseudonoeud forme entre les nucleotides 715 a 722 et 761 a 768 tel qu'il 
avait ete postule precedemment, bien qu'un certain pseudonoeud puisse quand meme 
etre present dans cette region (Dandjinou et al, 2004). En fait, il serait meme 
possible de penser que la formation de ce pseudonoeud puisse aider l'association entre 
Est2p et TLC1 ou encore la formation adequate de la triple helice, puisque dans toutes 
les constructions analysees, aucune d'entre-elles ne complementait parfaitement et 
dans aucune d'entre-elles la region permettant la formation du pseudonoeud n'etait 
presente. 
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